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ABREVIATURAS
2-AG  2-araquidonoilglicerol
ACEA  Araquidonil-2-cloroetilamida
AEA  Anandamida; Araquidonoiletanolamida
AG  Acetato de glatirámero
APCs  Células presentadoras de antígeno
AraC  Citosina-D-arabinofuranósido
BHE  Barrera hematoencefálica
BSA  Albúmina de suero bovino
CAMs  Moléculas de adhesion celular
CB  Receptor cannabinoide
CBC  Cannabicromeno
CBD  Cannabidiol 
CBG  Cannabigerol
CBN  Cannabinol
CREAE Encefalitis autoinmune experimental crónica remitente
CUPID Estudio en el uso de cannabinoids en enfermedades cerebrales 
  inflamatorias crónicas
DA  Cepa Daniels del virus TMEV
DAB  Diaminobenzidina
DAG  Diacilglicerol
DAGL  Diacilglicerol lipasa
DCs  Células dendríticas
DEM  Desviación estándar de la media
DMF  Dimetil fumarato
DMSO  Dimetil-sulfóxido
dpi  días postinfección
dpI  días postinmunización
DTT  Dithiothreitol
EAE  Encefalitis autoinmune experimental
eCB  Endocannabinoide
EM  Esclerosis múltiple
EM-PP Esclerosis múltiple primaria progresiva
EM-RR Esclerosis múltiple remitente recurrente
EM-SP  Esclerosis múltiple secundaria progresiva
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EPSCs  Corrientes postsinápticas mediadas por glutamato
ERK  Kinasa regulada por señales extracelulares
FAAH  Hidrolasa de amidas y ácidos grasos
FBS  Suero fetal bovino
FCS  Suero fetal de ternero
GPR55  Receptor 55 acoplado a proteína G
GWAS  Estudios de asociación de genoma completo
H/E  Hematoxilina/Eosina
HERVs Retrovirus endógenos humanos
HHV-6  Virus del herpes humano-6
HS  Suero de caballo
ICAM  Molécula de adhesión intercelular
IFN  Interferón
Ig  Inmunoglobulina
IκBα  Inhibidor del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa 
  de las células B α
IL  Interleuquina
iNOS  Sintasa de óxido nítrico inducible
KO  Knock out
LDH  Lactato deshidrogenasa
LFA-4  Antígeno functional de leucocito-4
LFB  Luxol Fast Blue
MAGL  Monoacilglicerol lipasa
MAPK  Proteína kinasa activada por mitógenos
MBP  Proteína básica de mielina
MHC  Complejo principal de histocompatibilidad
MMPs  Metaloproteinasas de matriz
MOG  Glicoproteína oligodendrocitaria de mielina
MRI  Imagen de resonancia magnética
MTT  Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio
NADA  N-araquidonoil-dopamina
NAPE  N-araquidonoilfosfatidiletanolamida
NArPE N-araquidonoilfosfatidiletanolamina
NAT  N-aciltransferasa
NFκB  Factor de transcripción nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las 
  células B activadas
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Nrf2  Factor de transcripción nuclear eritroide-2
O2A  Oligodendrocito-astrocito tipo 2
OEA  Oleoiletanolamida
OPCs  Células progenitoras de oligodendrocitos
PB  Tampón fosfato
PEA  Palmitoiletanolamida
PFA  Paraformaldehído
PGE2  Prostaglandina E2
PI3K  Fosfatidilinositol-3-kinasa
PKA  Proteína kinasa A
PLC  Fosfolipasa C
PLD  Fosfolipasa D
PLP  Proteína proteolipídica de mielina
PMSF  Fenil-metil-sulfonil-fluoruro
PPAR  Receptor nuclear activado por proliferadores de peroxisomas
ROS  Especies reactivas del oxígeno
SDS  Dodecil sulfato sódico
SEM  Error estándar de la media
SFM  Medio libre de suero
SNC  Sistema nervioso central
sVCAM Porción soluble de la molécula de adhesión celular endotelial
TCR  Receptor de células T
T
H
  Linfocito T cooperativo
THC  Tetrahidrocannabinol
THCO  Tetrahidrocannabiorcol
THCV  Tetrahidrocannabivarina
TMEV-IDD Encefalomielitis murina desmielinizante inducida por el virus de Theiler
TNFα  Factor de necrosis tumoral α
TRP  Receptores activados por potenciales transitorios
Ufp  Unidades formadoras de placa
VCAM  Molécula de adhesión celular endotelial
VEB  Virus Epstein-Barr
VLA-4  Integrina α4
ZO-1  Zonula occludens-1
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RESUMEN
 
 La esclerosis múltiple, la causa más común de discapacidad neurológica en adultos jóvenes, 
es una enfermedad autoinmune compleja con componente neuroinflamatorio, caracterizada por 
la infiltración de leucocitos en el sistema nervioso central, la desmielinización y el daño axonal. A 
pesar de ser la enfermedad desmielinizante más común del sistema nervioso central, aún no existe 
una terapia satisfactoria, especialmente en las formas de EM primaria-progresiva y durante la fase 
secundaria de la enfermedad. Por ello, existe una clara necesidad de investigación para el desarrollo 
de agentes terapéuticos capaces de  disminuir el desarrollo de este trastorno progresivo.
 Los fitocannabinoides son compuestos químicos presentes en la planta Cannabis sativa. Mu-
chos de ellos no presentan efectos psicotrópicos, y se consideran de especial interés para el tra-
tamiento de enfermedades del SNC. Entre estos fitocannabinoides sin efectos psicoactivos cabe 
destacar el cannabidiol y cannabigerol, entre otros. Su acción antiinflamatoria está medidada  por 
los receptores CB clásicos, y se ha demostrado que los receptores PPAR también pueden estar 
involucrados en estos efectos, presentando un potencial terapéutico para el tratamiento de enfer-
medades con un componente inflamatorio. Se han desarrollado una serie de nuevos derivados de 
cannabigerol (VCE-003, VCE-003.2 y VCE-006) y de cannabidiol (VCE-004.8), cuyas modifica-
ciones en su estructura química hacen que presenten mayor afinidad que los compuestos de origen 
por los receptores CB2 y PPARγ, exhibiendo una actividad dual por los mismos.
 Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral muestran que VCE-003 y VCE-004.8 son 
compuestos que reducen la muerte neuronal y ejercen efectos antiinflamatorios en cultivos celula-
res. Asimismo, actúan como agentes inmunomoduladores que activan los receptores CB2 y PPARγ 
en dos modelos de esclerosis múltiple, tanto en la encefalomielitis murina inducida por el virus de 
Theiler como en la encefalomielitis autoinmune experimental. Además, estos compuestos redu-
cen la infiltración de linfocitos T CD4 y disminuyen la activación microglial en la médula espinal. 
Ambos compuestos preservan la estructura de las vainas de mielina y contribuyen a la reducción 
del daño axonal. Su agonismo por los receptores CB2 y PPARγ hace que se postulen como unos 
prometedores agentes antiinflamatorios y neuroprotectores para el posible tratamiento de la EM.
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ABSTRACT
 Multiple sclerosis, the most common cause of  neurological disability in young adults, is a 
complex autoimmune disease characterized by neuroinflammation as reflected by the presence of  
leukocyte infiltrates into the central nervous system, the loss of  myelin and the axonal damage in 
both the brain and the spinal cord. Despite its prevalence, no satisfactory therapy has been found 
for MS, particularly for the variants primary-progressive and the secondary phase. There is a clear 
need for the development of  novel agents able to stop the development of  this progressive disor-
der. 
 Non-psychotropic phytocannabinoids are considered of  special interest as novel therapeu-
tic agents in CNS diseases. These include cannabidiol and cannabigerol, among others. Besides 
their effects through the classical CB receptors, PPARγ receptors have been shown to be involved 
the attenuation neuroinflammation by these compounds, showing a therapeutic potential for the 
treatment of  inflammatory diseases. We have developed a series of  new cannabigerol (VCE-003, 
VCE-003.2 and VCE-006) and cannabidiol derivatives (VCE-004.8) that show CB2 and PPARγ 
receptors affinity.
 The findings of  this doctoral thesis show that VCE-003 and VCE-004.8 are compounds 
that reduce neuronal death and exert anti-inflammatory effects in cell cultures. Moreover, these 
compounds act as immunomodulatory agents targeting CB2 and PPARγ receptors in two models 
of  multiple sclerosis, Theiler’s murine encephalomyelitis virus-induced demyelinating disease and 
experimental autoimmune encephalomyelitis. Furthermore, these compounds reduce CD4 T cells 
infiltrates and diminish microglial activation, preserve myelin sheets structure and reduce axonal 
damage in the spinal cord. Their dual affinity for CB2 and PPARγ receptors is critical for their 
consideration as a novel anti-inflammatory and neuroprotective compounds for the treatment of  
several inflammatory diseases, such as multiple sclerosis.
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I. Introducción
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1. ESCLEROSIS MÚLTIPLE
1.1. Definición y sintomatología
 La esclerosis múltiple (EM), descrita por Charcot en 1868, se considera la enfermedad 
crónica inflamatoria desmielinizante y neurodegenerativa más común del sistema nervioso central 
(SNC), y es la principal causa de discapacidad neurológica en adultos jóvenes tras los accidentes de 
tráfico. Además de desmielinización, esta enfermedad se caracteriza por la pérdida axonal que es la 
causa del deterioro irreversible en fases avanzadas  de la enfermedad (Noseworthy, 1999; Dutta y 
Trapp, 2011). La sintomatología es muy variada, ya que depende de la zona del SNC afectada, pero 
es frecuente que los pacientes comiencen con problemas en el habla y en la visión, dificultad en 
los movimientos, fatiga, temblor, nistagmo, pérdida de coordinación o equilibrio, entumecimiento 
o insensibilidad, y ya en fases avanzadas de la enfermedad cursen con parálisis aguda y deterioro 
cognitivo. 
 Aunque la EM puede afectar a individuos de todas las edades, la mayoría de los pacientes 
desarrollan los primeros síntomas entre los 20 y 40 años. Habitualmente, la EM comienza como 
un proceso recurrente-remitente, caracterizado por la presencia de discapacidad neurológica re-
versible parcial o totalmente. Secundariamente, tras un periodo de tiempo largo pero variable 
de brotes y remisiones, evoluciona a un estado progresivo de deterioro en el que se acumula la 
discapacidad. La EM se caracteriza por la presencia de focos inflamatorios predominantemente 
en áreas de sustancia blanca del SNC, seguidos de la destrucción de la mielina en el cerebro y la 
médula espinal (Frohman y cols., 2006). Además de la desmielinización se puede producir daño 
axonal, tanto en las placas de desmielinización como en las zonas de sustancia blanca aparente-
mente normal. Los patrones de desmielinización son diferentes entre subgrupos de pacientes, lo 
que indica que es una patología altamente heterogénea. 
 Se sabe que la enfermedad comienza mucho antes que el inicio de los síntomas, y cuando 
éstos aparecen, ya hay ciertas evidencias de alteraciones en cerebro y médula espinal. Tanto los 
síntomas, como la severidad y el curso de la enfermedad dependen del lugar donde se formen 
las placas de desmielinización y el grado de desmielinización y neurodegeneración que exista. 
Hay aparición de infiltrados inflamatorios en áreas perivasculares y periventriculares, posiblemen-
te debido a cambios en la barrera hematoencefálica (BHE), y si bien el componente celular más 
estudiado ha sido la población de infiltrados inflamatorios de linfocitos T CD4+, se considera 
que hay predominancia de linfocitos T CD8+ en las lesiones desmielinizantes (Hauser y cols., 
1986). Durante años, los linfocitos B se han considerado una fuente de precursores de células 
plasmáticas, las encargadas de liberar anticuerpos, pero cada vez cobran más importancia en EM, 
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modulando las vías anti- o proinflamatorias del sistema inmune (Li y cols., 2015; Waisman y Korn, 
2015). De hecho, algunos tratamientos actuales de EM consisten en la depleción de los linfocitos 
B mediante el anticuerpo anti-CD20 (Hauser y cols., 2008), como el rituximab, que disminuye las 
lesiones inflamatorias y los brotes. Así se puso de manifiesto la importancia de la respuesta humoral 
en EM, con la demostración de que más del 95% de los pacientes muestran síntesis intratecal de 
inmunoglobulinas (Ig) y presentan bandas oligoclonales en el líquido cefalorraquídeo.
1.2. Clasificación y etiología 
 Actualmente se desconoce la etiología de la EM, si bien se acepta que el inicio se produce 
como consecuencia de interacción de factores ambientales y factores genéticos. Su nombre pro-
cede de la presencia de múltiples zonas escleróticas desmielinizadas (placas) dispersas, pero prefe-
rentemente en zonas periventriculares del SNC, que se producen irregularmente en el tiempo. La 
EM se puede categorizar clínicamente como remitente-recurrente (EM-RR), que se caracteriza por 
la aparición de brotes con recuperación completa o secuela sin progresión en los periodos entre 
brotes; secundaria-progresiva (EM-SP), que se caracteriza por un curso inicial remitente-recurrente 
seguido por una progresión con o sin brotes; y primaria-progresiva (EM-PP), caracterizada por 
progresión desde el inicio con periodos de estabilidad clínica (Figura 1).
Figura 1. Evolución del deterioro neurológico en EM en función del tiempo y clasificación 
de los diferentes subtipos de la enfermedad. EM: Esclerosis múltiple; RR: Remitente-recurrente; 
RP: Remitente-progresiva; SP: Secundaria-progresiva; PP: Primaria-progresiva.  
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 1.2.1. Factores genéticos
 Diversos estudios confirman la existencia de factores genéticos que predisponen a padecer 
la enfermedad. Alrededor del 15% de los pacientes tienen un familiar en primer grado afectado, 
normalmente un hermano, aunque los estudios realizados comparando frecuencias en gemelos 
monocigóticos y gemelos dicigóticos  (25,3% frente a 5,4%) (Willer y cols., 2003) sugieren que la 
EM es una enfermedad multigénica (Compston, 1994). Desde hace unos años se asocia un incre-
mento de la susceptibilidad a cursar la enfermedad con la posesión de ciertos alelos de riesgo, so-
bre todo los relacionados con el complejo principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés Major 
histocompatibility complex), tanto de clase I como II, aunque estos últimos son los más involucrados, 
y mayormente los alelos del gen DRB1 (Sawcer y cols., 2011). 
 Los estudios de asociación de genoma completo (GWAS, del inglés Genome-Wide Associa-
tion Study) han resultado ser una herramienta útil en el descubrimiento de variantes que influyen en 
la susceptibilidad genética de EM. En la actualidad, se han asociado con la susceptibilidad cerca de 
110 polimorfismos en 103 loci externos al MHC (Sawcer y cols., 2014; Hollenbach y Oksenberg, 
2015), principalmente relacionados en la respuesta inmunitaria y con las vías de señalización de 
citoquinas, incluyendo los genes de interleuquina (IL)-2, factor de necrosis tumoral α (TNFα), e 
IL-6 (Sawcer y cols., 2011). Estos datos muestran que puede haber una atribución de varios genes 
en la susceptibilidad a padecer EM. A resaltar es la asociación de EM con una variante del gen 
CYP27B1, que codifica para una encima que participa en el metabolismo de la vitamina D, ya que 
se han descrito bajos niveles de vitamina D en pacientes de EM (James y cols., 2013).
 También se deben tener en cuenta factores epigenéticos, como los micro-ARNs (ARNmi), 
pequeñas moléculas de ARN no codificante que regulan la expresión de ARNm, la metilación de 
ADN (Van den Elsen y cols., 2014) o la modificación postransduccional de las histonas de los 
nucleosomas (Zhang y Zhang, 2015).
 1.2.2. Factores ambientales
 Ya que los datos referentes a los factores genéticos no explican totalmente la susceptibili-
dad a padecer EM, deben existir factores ambientales de riesgo que influyan como desencadenan-
tes de la patología. Dentro de estos factores se han desarrollado varias hipótesis, como la exposi-
ción al sol, variación en los niveles de vitamina D, vitamina E, vitamina A, procesos infecciosos 
con virus en una ventana de edad concreta (consultar la revisión de Ontaneda y cols., 2012), el 
tabaquismo, o más recientemente, la ingesta de sal (Farez y cols., 2015). 
 Como veremos en el apartado 1.3, dependiendo de la latitud geográfica aumenta la fre-
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cuencia de la EM, de tal manera que cuanto más nos alejemos del ecuador, más susceptibilidad 
existe. Algunos estudios relacionan bajos niveles de vitamina D, comunes en pacientes de EM, con 
los niveles de radiación UV, aunque Lucas y cols. (2011) los consideran factores de riesgo indepen-
dientes. Se ha observado que la administración de vitamina D previene el desarrollo de la patología 
en el modelo autoinmune de EM conocido como encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) 
(Lemire y Archer, 1991), y otros estudios consideran que los pacientes toleran correctamente altas 
dosis de vitamina D, pero no existe una mejora significativa en humanos respecto al descenso en el 
número de recaídas (James y cols., 2013).
 Teniendo en cuenta los datos epidemiológicos, otra hipótesis que se considera es la de que 
un agente infeccioso podría estar relacionado con la EM, ya que aunque la prevalencia es variable 
en los distintos países, se han descrito focos y epidemias que coinciden con aumentos en la pre-
valencia de la enfermedad (Kurtzke, 1993). Se han considerado diferentes virus como posibles 
agentes etiopatogénicos, entre los que destacan el herpes simple 6 humano (HHV-6), el virus del 
sarampión, de la varicela y el virus del moquillo canino, y según los últimos estudios el virus de 
Epstein-Barr (VEB). La mononucleosis y la EM presentan una distribución geográfica similar, y 
existen estudios que demuestran una prevalencia de la EM diez veces mayor en pacientes que antes 
han desarrollado mononucleosis en la niñez (Ascherio y Munger, 2007). 
 En los últimos años también se ha relacionado a los retrovirus endógenos humanos (HER-
Vs, del inglés Human endogenous retroviruses) con diferentes enfermedades, y se han encontrado pro-
teínas, ARN o viriones en diferentes tipos de cáncer y enfermedades autoinmunes, como la artritis 
reumatoide y especialmente EM (Perron y cols., 2012; García-Montojo y cols., 2014).
1.3. Epidemiología
 La EM muestra características que hacen difícil el diseño y desarrollo de estudios epidemio-
lógicos, ya que tiene periodos de latencia y de inducción muy prolongados. Los primeros estudios 
de prevalencia realizados por Kurtzke (1980) mostraron una distribución irregular de la enferme-
dad en todo el mundo, aunque se aprecia una mayor frecuencia entre los 40º y 60º de latitud norte 
y sur (Figura 2). Actualmente, se ha apreciado un aumento muy llamativo de las tasas de prevalen-
cia. Por ejemplo, en Europa se han descrito tasas de prevalencia elevadas en países escandinavos y 
Reino Unido, lo mismo que otros países de esa latitud (EEUU y Canadá), mientras que en África, 
Asia o países sudamericanos la prevalencia de la EM es muy baja, aunque hay que tener en cuenta 
el escaso número de estudios en estos países. Se ha estimado que en España la frecuencia es de 100 
personas por cada 100.000 (año 2013), un dato muy superior a las 59 personas registradas por cada 
100.000 en el año 2008 (Kingwell y cols., 2013).
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Figura 2. Prevalencia de la EM en el mundo (2013). Modificado de la página web de la Federación 
Internacional de Esclerosis Múltiple: http://www.msif.org/about-us/advocacy/atlas/. 
 Hay estudios sobre emigración que describen un periodo susceptible entre los 10 y los 15 
años (Fernández y Fernández, 1998), con un periodo mínimo de 2 años de estancia en los países 
con una mayor tasa de prevalencia (Fernández y Rodríguez-Antigüedad, 2010).
 Algunos expertos han intentado explicar la elevada incidencia de la EM con la hipótesis de 
la higiene, en la que se expone que está aumentando la prevalencia de las enfermedades autoinmu-
nes en sentido inverso al descenso de las infecciones durante la infancia (Rook, 2012).
2. PRIVILEGIO INMUNE DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
 El SNC es, en muchos aspectos, un área con privilegios inmunológicos. Esto quiere decir 
que el paso de determinadas moléculas de gran tamaño y células desde la circulación periférica es 
muy selectivo, y que en situaciones basales y no patológicas el tráfico de estas moléculas es relativa-
mente bajo o inexistente (Wilson y cols., 2010; Engelhardt y Coisne, 2011), comparado con otros 
órganos. El concepto de privilegio inmune viene dado por la aparente diferencia entre las respues-
tas inmunes en SNC y en tejidos periféricos. 
 Este privilegio inmune es consecuencia principalmente de la existencia de la BHE, un en-
tramado complejo que forma una barrera celular continua entre el SNC y la circulación sistémica, 
una lámina basal y pies astrocitarios, astrocitos, las neuronas y sus axones, y otras células de apoyo, 
como los pericitos (Engelhardt y Coisne, 2011; Muldoon y cols., 2013). Se ha considerado que es 
la estructura responsable de proveer al SNC de nutrientes, oxígeno, vitaminas, iones y cofactores 
como péptidos y proteínas, y limita la entrada al SNC de metabolitos tóxicos, macrófagos perivas-
culares, células dendríticas (DCs, del inglés dendritic cells), células presentadoras de antígeno (APCs, 
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del inglés Antigen presenting cells) y xenobióticos. La BHE también ejerce una importante función 
en el sentido contrario, desechando el dióxido de carbono y otros metabolitos potencialmente 
tóxicos generados por el SNC.
 Las características del privilegio inmune del SNC son las siguientes: 
• Entrada limitada de anticuerpos, mediadores y células inmunes a través de la BHE, procedentes 
de la circulación sistémica.
• Ausencia de vasos linfáticos en el parénquima nervioso, que drenen antígenos y células inmunes 
del SNC a nódulos linfáticos periféricos, aunque trabajos recientes demuestran la existencia de 
vasos linfáticos inmersos en la duramadre, que estaría en íntima conexión con el líquido cefalorra-
quídeo y en contacto con antígenos del SNC (Louveau y cols., 2015).
• La incapacidad de astrocitos y microglía  para mantener en el tiempo una respuesta inmune.
• La escasez de DCs en el parénquima nervioso,  niveles bajos en la expresión del MHC y respues-
tas inmunes tardías o reducidas en el cerebro. 
 Existen sustancias altamente lipofílicas capaces de entrar en el SNC directamente a través 
de membranas, pero la mayoría de los nutrientes cruzan la barrera mediante difusión facilitada, 
normalmente por mecanismos que acoplan el movimiento de los nutrientes con el movimiento 
de iones que se mueven hacia un gradiente de concentración menor (Perez y cols., 1988; Zlokovic, 
2011). 
 En condiciones basales, los linfocitos son capaces de realizar una “vigilancia” de bajo 
nivel por todo el SNC, y su entrada limitada está regulada por una barrera vascular, además de 
la expresión restringida de moléculas de adhesión celular (CAMs, del inglés cell adhesión molecules) 
endoteliales, que son necesarias para capturar a los linfocitos del torrente sanguíneo. El nivel de 
la vigilancia inmune es una mínima parte de lo observado en otros tejidos (Raine y cols.,1990; 
Carrithers y cols., 2000), y en situaciones no patológicas el tráfico estimado entre el SNC y los 
vasos sanguíneos es 100 veces menor que en otros órganos, como por ejemplo, en bazo y pul-
món (Hickey y cols., 1991; Hickey, 1999). La extravasación de linfocitos activados está mediada 
por la acción conjunta de receptores de adhesión celular y factores quimiotácticos, que conllevan 
cambios morfológicos para leucocitos y células endoteliales (Barreiro y cols., 2007; Barreiro y 
Sánchez-Madrid, 2009).
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Figura 3. Hipótesis del inicio de la inflamación en EM. Se piensa que el proceso comienza con 
la activación de linfocitos T en tejidos periféricos, que posteriormente migran a través de la barrera 
hematoencefálica y se reactivan en el parénquima del SNC. Esto conllevaría la activación de células del 
sistema inmune, que participarían en el daño a neuronas y oligodendrocitos, induciendo desmieliniza-
ción y daño axonal. 
2.1. Barrera hematoencefálica y patogénesis de la esclerosis múltiple
 Uno de los posibles desencadenantes de la EM podría ser un proceso inflamatorio que 
comenzaría con la activación de linfocitos T en tejidos periféricos, en el que APCs presentarían 
antígenos extraños o antígenos propios al complejo MHC II y se unirían a los receptores de célu-
las T (TRC, del inglés T-cell receptors). Estos linfocitos T activados migrarían y se introducirían en 
el parénquima nervioso a través de la BHE, predominantemente en zonas periventriculares, en 
un proceso mediado por CAMs, proteasas y quimioquinas. Ya en el SNC, los linfocitos T serían 
reactivados por APCs del SNC, generalmente microglía, y liberarían citoquinas proinflamatorias, 
como interferón (IFN)γ e ILs, generando un ambiente inflamatorio (Figura 3). Como consecuen-
cia, también se activarían linfocitos B, macrófagos y otros linfocitos T. Los linfocitos B se dife-
renciarían a células plasmáticas, que secretarían anticuerpos específicos de proteínas de mielina, 
activando macrófagos e iniciando la respuesta del complemento. Toda esta respuesta, junto con 
la activación de linfocitos T y macrófagos, y la liberación de agentes citotóxicos, generarían un 
ataque contra las membranas celulares, produciendo desmielinización y daño axonal.
 En pacientes de EM se han encontrado linfocitos T autorreactivos contra antígenos es-
pecíficos de mielina en sangre periférica, habiéndose postulado la existencia de mecanismos que 
pueden generar autoinmunidad, entre los que se encuentran el mimetismo molecular, que implica 
la reactividad cruzada entre epítopos de antígenos no propios, bacterianos o virales (Fujinami y 
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Oldston, 1985); expansión de epítopos, que implica la activación de los linfocitos T autorreactivos 
frente a secuencias similares de epítopos de mielina propios (Miller y Karpus, 1994), tras el daño 
en el tejido como consecuencia de la respuesta inmune; y los superantígenos virales, que conlleva la 
activación no específica de linfocitos T autorreactivos por moléculas inmunoestimuladoras produ-
cidas por virus y bacterias, pero que no se unen al complejo formado por el receptor del linfocito 
T, el antígeno y MHC II (Scherer y cols., 1993).
 Hasta hace unos años se desconocían los mecanismos por los que se presentan antígenos 
desde el SNC a la periferia, y aunque el SNC carece de un sistema linfático como tal, hay estudios 
que demuestran la aparición de antígenos del SNC en nódulos linfáticos cervicales (De Vos y cols., 
2002), posiblemente debido al contacto entre el líquido cefalorraquídeo y la placa cribiforme, y ésta 
con el torrente sanguíneo. 
 En condiciones de neuroinflamación, como es el caso de la EM, existe una desregulación 
de las uniones adherentes y uniones estrechas asociada a una pérdida del control de la permeabili-
dad de la BHE, incrementándose el número de infiltrados celulares y de compuestos que en situa-
ciones no patológicas no llegarían al SNC (Persidsky y cols., 2006). 
 Como se ha comentado, el paso de células inmunes al SNC está limitado pero no prohi-
bido. La extravasación de los leucocitos es un proceso importante en la respuesta inflamatoria en 
SNC, y podemos dividirlo en varias etapas. La primera consiste la fase de rodamiento, en la que el 
leucocito establece contactos de mayor y menor afinidad con selectinas hasta detenerse (Wilson 
y cols., 2010), y se adhiere de forma lábil al endotelio vascular gracias a receptores de adhesión 
celular y moléculas quimioatrayentes. A continuación, se produce una adhesión firme y empieza la 
migración transendotelial (Hernández-Pedro y cols., 2013). Algunos ejemplos de moléculas impli-
cadas en este tipo de migración son las moléculas de adhesión endoteliales (VCAMs) y moléculas 
de adhesión intercelular (ICAMs), que se expresan mayoritariamente en células endoteliales, y la 
integrina α4 (VLA-4, del inglés Very late antigen 4), y LFA-4 (del inglés Leukocyte functional antigen-4), 
expresadas en linfocitos T. Las quimioquinas potencian la afinidad de la unión de los complejos 
ICAM-1/LFA-1 y VCAM-1/VLA-4. La interacción de los linfocitos cooperadores 1 (T
H
, del inglés 
Helper) y las APCs, normalmente macrófagos perivasculares, provoca la liberación de citoquinas 
que inducen la expresión de moléculas de adhesión y mediadores inflamatorios, provocando cam-
bios estructurales en la BHE. La última etapa consistiría en la diapédesis y entrada del leucocito al 
parénquima nervioso (Greenwood y cols., 2011). De esta manera se refuerza y persiste la respuesta 
inflamatoria (Ricci y cols., 2009).
 También pueden darse alteraciones en otro componente de la BHE, la lámina basal, debido 
a cambios en la expresión de ciertas metaloproteinasas de matriz (MMPs, del inglés Matrix metallo-
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Figura 4. Procedimiento estándar para el tratamiento de las distintas variantes de la EM. 
AG: acetato de glatirámero; IFNβ: interferón β.
proteinases). Esto, junto con cambios en la expresión de distintas lamininas, pueden ayudar a que se 
formen áreas de infiltración de linfocitos T (Sixt y cols., 2001).
 Por otro lado, en la patogénesis de la EM participan metabolitos de las especies reactivas 
de oxígeno (ROS, del inglés Reactive oxygen species) y de nitrógeno, que provocan estrés oxidativo 
(Halliwell, 1992; Korhonen y cols., 2005). De hecho, se han encontrado niveles significativamente 
más elevados de metabolitos de óxido nítrico y productos de peroxidación de lípidos en suero de 
pacientes con EM (Ortiz y cols., 2009), además de una sobreexpresión de la enzima óxido nítrico 
sintasa inducible (iNOS, del inglés inducible Nitric oxide synthase) en lesiones de EM y líquido cefa-
lorraquídeo de pacientes (Calabrese y cols., 2002), y se han relacionado los altos niveles de meta-
bolitos de óxido nítrico con las recaídas en EM, sugiriendo un papel importante en la disfunción 
de la BHE (Giovannoni y cols., 1998). Además, los infiltrados leucocitarios producen mayores 
cantidades de ROS, que contribuyen al daño olidodendroglial y daño axonal. El glutamato, un 
neurotransmisor implicado en diversas funciones celulares en el SNC, también puede provocar 
excitotoxicidad si se ve incrementada la concentración extracelular, como se aprecia en pacientes 
con  EM (Pitt y cols., 2000; Groom y cols., 2003).
3. ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS EN ESCLEROSIS MÚLTIPLE
 Actualmente, la técnica más extendida para el diagnóstico de la EM es la imagen por re-
sonancia magnética (MRI, del inglés Magnetic resonance imaging), aunque existe controversia sobre la 
efectividad de esta técnica para la prognosis. Hay evidencias de que una o varias lesiones analizadas 
por MRI que presentan mayor señal de gadolinio en el primer año de tratamiento con IFNβ predi-
cen una mayor probabilidad de padecer más de dos recaídas en los próximos cinco años, pero no 
predice un aumento en la probabilidad de acumular discapacidad en los dos años siguientes (Do-
bson y cols., 2014); y a partir del primer año, parece que el escáner por MRI es menos predictivo. 
Otro procedimiento que se utiliza para ayudar en la diagnosis de la EM es la punción lumbar como 
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método para extraer líquido cefalorraquídeo y analizar diferentes parámetros, como las bandas 
oligoclonales, aunque hay que tener en cuenta que la actividad de los biomarcadores no siempre 
transcurre en paralelo con los brotes en EM (Teunissen y Khalil, 2012; Housley y cols., 2015), si 
bien las bandas oligoclonales de IgMs se consideran marcadores de una peor progresión de la en-
fermedad en la variante de EM-PP (Villar y cols., 2002;  2014). Otros biomarcadores utilizados en 
la diagnosis de la EM son las bandas oligoclonales de IgG y la cadena ligera del neurofilamento en 
líquido cefalorraquídeo, así como la cadena ligera del neurofilamento y los miARN 20a-5p, 22-5p, 
223 y 15b en sangre (para más información sobre los biomarcadores, consultar la revisión de Teu-
nissen y cols., 2015).
 El tratamiento de la EM varía dependiendo de las características individuales de la enferme-
dad. Existen diferentes tratamientos aprobados para reducir la frecuencia de brotes y discapacidad 
en pacientes con EM (Figura 4). Los fármacos de primera línea más utilizados incluyen el IFNβ-1b 
subcutáneo (Betaferón®), IFNβ-1a intramuscular (Avonex®), IFNβ-1a subcutáneo (Rebif®) y ace-
tato de glatirámero (AG, Copaxone®). Como fármacos de segunda línea se utilizan el anticuerpo 
monoclonal humanizado natalizumab (Tysabri®) y el antineoplásico mitoxantrona (Novantrone®). 
 Uno de los problemas sobre los estudios de efectividad del tratamiento de la EM con IFNs 
son los estudios a largo plazo, que tienen muchas limitaciones, como los datos retrospectivos, 
regímenes abiertos y elevado número de pacientes que abandonan el estudio, por lo que no se ha 
demostrado que exista un beneficio mantenido más allá de dos años (Filippini y cols., 2003). Otro 
inconveniente son los efectos secundarios, como los síntomas pseudogripales, trastorno hepático, 
necrosis cutánea, anemia, etc., muy variables dependiendo del paciente. En ocasiones aparecen 
anticuerpos neutralizantes que pueden afectar a la eficacia clínica de los IFNs. 
 La mayoría de las terapias actuales para EM tienen efectos antiinflamatorios, inmunosupre-
sores y/o inmunomoduladores. Un ejemplo es el natalizumab (Tysabri®), un anticuerpo humaniza-
do que bloquea la integrina VLA-4 de los linfocitos, ligando de VCAM-1, lo que provoca que los 
linfocitos no se acoplen a VCAM-1 y así se evita la migración dentro del parénquima nervioso. A 
pesar de la eficacia del natalizumab para mejorar los síntomas de la EM, se ha observado que su uso 
puede provocar infecciones virales en el SNC como la leucoencefalopatía multifocal progresiva, 
una enfermedad infecciosa oportunista y desmielinizante producida por el virus John Cunningham 
(Koralnik, 2006; Álvarez y cols., 2011). La vía de administración de los tratamientos también es un 
problema a solventar, ya que los fármacos más utilizados son administrados por vía intravenosa, 
intramuscular o subcutánea, aunque con la investigación de nuevos tratamientos se ha conseguido 
que en los últimos años se comercialicen nuevos fármacos cuya ruta de administración es la oral 
(Figura 5), como por ejemplo el fingolimod (Gilenya®), teriflunomida (Aubagio®), y el dimetil fu-
marato (DMF; Tecfidera®).
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 Especial relevancia está teniendo el ocrelizumab (Roche), un anticuerpo monoclonal hu-
manizado anti-CD20, del que se han presentado resultados muy prometedores de un estudio en 
fase III en el congreso del Comité Europeo para el Tratamiento y la Investigación en Esclerosis 
Múltiple (ECTRIMS) de 2015. Este fármaco ha reducido hasta un 24% la progresión de la enfer-
medad en relación al grupo placebo, y podría resultar efectivo como tratamiento para la EM-RR y 
EM-PP.
3.1. Modelos de esclerosis múltiple en ratón
 El uso de modelos animales para estudiar enfermedades de etiología desconocida o mul-
tifactorial es complicado, por lo que se emplean modelos que reproduzcan la mayor parte de los 
síntomas, y en la mayoría de los casos es necesario utilizar más de un modelo animal para investigar 
la patología.
 Dependiendo de la etiología, los modelos animales utilizados para estudiar la EM se clasifi-
can en dos grupos, autoinmunes y virales. Estos modelos reproducen la mayor parte de la fisiopa-
tología de la EM, como la presencia de infiltrados celulares en parénquima nervioso, alteraciones 
en la BHE, desmielinización y daño axonal. Además, dichos modelos han permitido estudiar los 
mecanismos inflamatorios implicados en la patofisiología de la EM (Moreno y cols., 2012). Exis-
ten otros modelos de desmielinización inducida por estímulos gliotóxicos, como la cuprizona y 
lisolecitina, que comparten alguna de las características de la EM, pero no son comparables a los 
modelos experimentales de EM.
Figura 5. Tratamientos actuales para pacientes de EM y vía de administración (A). Gráfi-
ca sobre el incremento de eficacia de los tratamientos y riesgo de los mismos (B), modificado de  
Coles (2015).
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 3.1.1. Modelos autoinmunes de EM
 La EAE es un modelo bien establecido para estudiar la EM. La inmunización de los animales 
puede ser activa, en la que se inyecta un homogeneizado de SNC o de mielina, componentes de la 
mielina o péptidos sintéticos relacionados (glicoproteína oligodendrocitaria de mielina, MOG; pro-
teína básica de mielina, MBP; o proteína proteolipídica de mielina, PLP), combinado con adyuvante 
completo de Freund, y en algunos casos, también se administra Bordetella pertussis para permeabilizar 
la BHE. También se puede utilizar la inmunización pasiva, en la que se inyectan células T encefalito-
génicas específicas de antígenos del SNC generadas en otro animal. Después de unos días aparecen 
los primeros signos clínicos, que resultan en una parálisis ascendente, que afecta a la cola y progresa 
hacia las extremidades anteriores. Con este modelo se induce una enfermedad desmielinizante infla-
matoria y autoinmune, que puede ser tanto progresiva como remitente-recurrente, dependiendo de 
la proteína con la que se inmunice y la cepa animal. Existen variantes dentro del modelo de EAE, 
como son el modelo agudo, el recurrente-remitente y el crónico-progresivo (Steinman y Zamvil, 
2006). 
 También existen modelos espontáneos de EAE, que no requieren la inducción de la patolo-
gía para que desarrollen signos clínicos. Consisten fundamentalmente en la manipulación genética de 
los animales para conseguir la expresión de receptores de linfocitos T específicos para un antígeno 
concreto, aunque su uso no está muy extendido por la heterogeneidad y baja incidencia.
 Koritschoner y Schweinburg en 1925 indujeron la EAE por primera vez en conejos, ino-
culando homogeneizados de médula espinal humana, y el uso de esta técnica se ha expandido a 
otras especies, como ratones, ratas, cobayas y monos (Gold y cols., 2006). Como se ha comentado 
anteriormente, el modelo de EAE está mediado en primera instancia por linfocitos T CD4+ espe-
cíficos para los antígenos del SNC. Durante la fase de inducción, dichos linfocitos T CD4+ activos 
proliferan en periferia y se infiltran en el SNC interaccionando con células endoteliales, que facilitan 
su paso a través de la BHE. Una vez en el parénquima nervioso, estos linfocitos autorreactivos son 
reactivados por APCs, como la microglía, DCs o macrófagos perivasculares, desencadenando la 
fase efectora, acompañados de infiltrados mononucleares, además de la liberación de mediadores 
proinflamatorios (Tsunoda y Fujinami, 1996; Nelson y cols., 2004; Constantinescu y cols., 2005). La 
patología que se induce está caracterizada por la muerte de oligodendrocitos, desmielinización y de-
generación axonal, que conduce a deficiencias neurológicas, dificultades en el movimiento y parálisis 
(Gold y cols., 2006; Steinman y Zamvil, 2006).
 Aunque la EAE no refleja todas las características de la EM, existen algunas terapias para EM 
que han llegado a aplicarse en base a sus efectos en este modelo experimental, como es el caso del 
AG (Teitelbaum y cols., 1971), IFNβ (Hertz y Deghenghi, 1985), mitoxantrona (Lublin y cols., 1987) 
y natalizumab (Yednock y cols., 1992).
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 3.1.2. Modelos virales de EM
 Los modelos que apoyan la etiología viral de la EM implican la inoculación de un virus 
neurotrópico, como los enterovirus o coronavirus, que induce una patología desmielinizante en 
los animales. Las hipótesis que se barajan principalmente de la inducción de autoinmunidad por 
las infecciones son: i) la liberación de antígenos propios al dañarse un tejido durante una respuesta 
inflamatoria contra el virus, un mecanismo inespecífico por el que se activan los linfocitos T auto-
rreactivos mediante superantígenos virales, explicados anteriormente; ii) la expansión de epítopos, 
consecuencia del proceso anterior, en la que la respuesta antiviral daña el tejido durante una infla-
mación crónica, liberando epítopos propios que son captados por APCs y presentados a linfocitos 
T, resultando en una activación de linfocitos T autorreactivos; y iii) el mimetismo molecular, el 
mecanismo principal que se propone para la inducción de autoinmunidad por virus, que consiste en 
una reactividad cruzada entre epítopos propios y epítopos de un patógeno.
 El modelo viral de EM más utilizado es el de la encefalomielitis murina desmielinizante 
inducida por el virus de Theiler (TMEV-IDD, del inglés Theiler’s murine encephalomyelitis virus-induced 
disease), que reproduce la patología de la variante primaria progresiva (Lipton, 1975).
 El virus de Theiler es un picornavirus (género Cardiovirus) patógeno entérico de ratón, for-
mado por una única cadena de ARN de polaridad positiva, que fue aislado del SNC de ratones con 
parálisis espontánea de las patas traseras en 1934 por Max Theiler. Aunque en los años 50 Daniels y 
cols. observaron que los ratones infectados con el virus de Theiler sufrían desmielinización (Daniels 
y cols., 1952), no fue hasta 1975 cuando se publicó que  el virus inducía una patología inflamato-
ria y desmielinizante en animales de experimentación (Lipton, 1975), y se le empezó a considerar 
como un modelo animal de EM. El virus de Theiler se subdivide en dos grupos en función de su 
virulencia, las cepas extremadamente virulentas o GDVII, y las menos virulentas, que incluyen las 
que son utilizadas para inducir el modelo de EM, las cepas BeAn y Daniel (DA), que presentan 
una evolución diferente de la enfermedad (Oleszak y cols., 2004). Para el desarrollo del modelo, es 
necesaria la utilización de cepas de ratones susceptibles, como SJL/J, FVB/NJ y ABH Biozzi, que 
también presentan un componente ligado al sexo, siendo las hembras las más afectadas (Kappel y 
cols., 1990). 
 El modelo consiste en la inducción de una enfermedad bifásica a través de la administración 
intracraneal del virus de Theiler: en la primera fase, tiene lugar una polioencefalomielitis, aproxi-
madamente a los 10-15 días post-infección (dpi), en la que el virus se localiza principalmente en 
neuronas. Sin embargo, esta fase puede evitarse atenuando la virulencia del virus, tras someterle a 
sucesivos pases en cultivo de células BHK-21. Pocas semanas después tiene lugar la segunda fase, 
aproximadamente a los 30-40 dpi (cepa BeAn) o 70-90 dpi (cepa DA), en la que los ratones de cepas 
susceptibles que no han eliminado totalmente el virus, como la cepa SJL/J, sufren  una desmieli-
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nización acompañada de inflamación en el SNC (Dal Canto y Lipton, 1975; 1977; Mecha y cols., 
2013a). En el caso del modelo TMEV-IDD, los animales sólo son susceptibles a desarrollar la en-
fermedad si se inocula el virus en una ventana temporal, que se encuentra entre las 4-8 semanas de 
edad (Rodríguez y cols., 1983) y es necesario que el animal no elimine el virus para que se desarrolle 
la patología (Dal Canto y Lipton, 1977).
 Entre los trastornos neurológicos que se pueden ocasionar en los ratones que desarrollan 
TMEV-IDD, las alteraciones motoras suelen ser las más frecuentes (McGavern y cols., 1999), 
como la espasticidad, debilidad en las extremidades, fallos en la coordinación motora, y en fases 
más avanzadas (crónicas tardías), parálisis de las extremidades posteriores e incontinencia urinaria.
 Diversos agentes terapéuticos, como el IFNβ, han sido eficaces en el modelo de TMEV y 
en el de EAE, mientras que otros que tuvieron éxito en EAE, no ejercieron efectos beneficiosos 
en el modelo viral, como fue el caso de la linomida (Drescher y cols., 1998). 
4. CANNABINOIDES
 Los cannabinoides son un grupo de compuestos lipídicos de estructura terpeno-fenólica 
presentes en la planta Cannabis sativa, que activan receptores cannabinoides en el SNC y otros 
órganos. Teniendo en cuenta su origen, los agonistas de receptores cannabinoides se clasifican 
en tres grupos: uno lo constitutyen los endocannabinoides, derivados de precursores lipídicos 
de membrana; el siguiente grupo está constituido por los fitocannabinoides, que incluyen el Δ9-
tetrahidrocannabinol (THC), cannabidiol (CBD) y otros compuestos derivados de la planta; y el 
tercer grupo corresponde a los cannabinoides sintéticos, que presentan afinidad por los receptores 
cannabinoides, e incluyen por ejemplo el HU-210, el WIN55,212-2 o la araquidonil-2-cloroetilami-
da (ACEA).
4.1. Historia
 Desde hace miles de años se utiliza el cannabis desde el punto de vista medicinal y recrea-
tivo. Los primeros documentos de los que hay constancia sobre su uso medicinal son las farma-
copeas de la antigua China, cerca del año 4.000 a.C. En India se utilizaba hacia el año 1.000 a.C. 
con una connotación religiosa, pero dados los efectos que producía sobre el SNC, es posible que 
empezase a ser utilizado como analgésico. A lo largo de la historia se han descrito diversos efectos 
derivados del consumo del cannabis, como por ejemplo, el alivio del dolor en enfermedades in-
flamatorias, migrañas,  ciática y neuralgias, la acción espasmolítica, en diuresis, cistitis y gonorrea, 
contra hemorragias uterinas, infecciones oculares y del oído, entre otras (Touw, 1981).  Además, el 
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cannabis se ha utilizado, como se ha apuntado antes, de forma recreativa. Sus efectos psicotrópicos, 
debidos en su mayoría a la concentración de THC, llevaron a la prohibición de su consumo tras 
la convención de Génova en 1925, y en EEUU en los años 30, desencadenando la ilegalización 
en casi todos los países del mundo y deteniendo su uso como agente terapéutico. Actualmente, 
dependiendo del país, se ha legalizado su consumo, en algunos casos con un fin medicinal. 
 A pesar de las prohibiciones de uso, la investigación sobre el potencial terapéutico del 
cannabis continuó y dio sus primeros frutos en la década de 1940, cuando se aislaron con éxito los 
primeros cannabinoides, el cannabinol (CBN) y el CBD (Adams y cols., 1940; Figura 6), aunque 
ninguno de ellos era el causante del efecto psicoactivo del cannabis. El CBD se había obtenido 
a principios de los 40, pero no fue hasta 1963 cuando se determinó su estructura (Mechoulam y 
Figura 6. Avances recientes en la investigación de cannabinoides y sistema endocannabinoide.
2-AG, 2-araquidonoilglicerol; AEA, anandamida; CB1, receptor cannabinoide 1; CB2, receptor canna-
binoide 2; CBD, cannabidiol; CBN, cannabinol; eCB, endocannabinoides; DAGL, diacilglicerol lipasa; 
FAAH, hidrolasa de amidas y ácidos grasos; THC, tetrahidrocannabinol.
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Shvo, 1963). Después, se consiguió aislar el principal componente psicoactivo del cannabis, el 
THC (Gaoni y Mechoulam, 1964). A partir de ese momento, y gracias a las nuevas técnicas, co-
menzó a hacerse factible el aislamiento de la mayoría de los cannabinoides. Durante la siguiente 
década se estableció la estructura de una larga lista de cannabinoides no psicotrópicos, entre los 
que destacan el cannabicromeno (CBC), cannabiciclol y  cannabigerol (CBG, Gaoni y Mechou-
lam, 1964). Eran grandes avances para la química de los cannabinoides, pero no para la base 
molecular de la actividad de éstos, que fue un enigma durante décadas. Durante los años 70 y 
80 se asumió que el carácter lipofílico de los cannabinoides era la base de su acción farmacoló-
gica (Mechoulam y Hanus, 2000), aunque estudios posteriores llegaron a la conclusión de que la 
psicoactividad asociada a algunos cannabinoides debía de ser el efecto de la activación de algún 
receptor en cerebro o en neuronas, y fue en 1988 cuando el grupo de Howlett estableció la pre-
sencia de un receptor específico de cannabinoides en cerebro de rata (Devane y cols., 1988). Se 
le denominó receptor CB1, y posteriormente fue clonado por el grupo de Matsuda (Matsuda y 
cols., 1990).
 En el año 1992 el grupo del profesor Mechoulam consiguió aislar un derivado de áci-
dos grasos y describir la estructura del primer ligando endógeno, la araquidonoiletanolamida 
(anandamida, AEA; Devane y cols., 1992). Un año después, se consiguió identificar el segundo 
receptor cannabinoide, el receptor CB2, y también se llevó a cabo su clonaje a partir de bazo de 
rata (Munro y cols., 1993). El receptor CB2 se localiza mayoritariamente en células del sistema 
inmune y hematopoyéticas, aunque también se expresa en sistema nervioso. Utilizando los mé-
todos similares que para el descubrimiento de la AEA, Mechoulam y cols. (1995) describieron 
otro ligando cannabinoide endógeno, el 2-araquidonoilglicerol (2-AG), que presentaba afinidad 
tanto para el receptor CB1 como para el receptor CB2. Lo mismo fue descrito por  Sugiura y cols. 
(1995) de manera independiente el mismo año.
 La demostración de la existencia de receptores específicos y de algunos ligandos endóge-
nos indica la existencia de un nuevo sistema de comunicación intercelular, tanto en SNC como 
en periferia, que se ha denominado sistema cannabinoide, y que incluye también las enzimas de 
síntesis y degradación. En 1996, se describió la primera enzima que degrada endocannabinoides, 
la hidrolasa de amidas y ácidos grasos (FAAH, del inglés Fatty acid amide hydrolase) (Cravatt y cols., 
1996), y en 2003, se publicó el primer clonaje de una enzima de síntesis de endocannabinoides, 
la diacilglicerol lipasa (DAGL) (Bisogno y cols., 2003). Actualmente se sigue investigando en esta 
línea con objeto de establecer nuevos receptores cannabinoides y demostrar la posible existencia 
de un transportador de cannabinoides del medio extracelular al interior de la célula.
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4.2. Sistema cannabinoide
 El sistema cannabinoide está involucrado en la regulación de un gran número de funcio-
nes fisiológicas en el organismo, como por ejemplo el desarrollo neuronal, la respuesta inmune, el 
metabolismo y la plasticidad sináptica. Este sistema se compone de diferentes elementos, entre los 
que se encuentran receptores específicos y ligandos endógenos, además de las enzimas de síntesis 
y degradación de los mismos. Los ligandos endógenos, también llamados endocannabinoides, 
están presentes en todos los órganos y son sintetizados a demanda, no acumulándose en vesículas 
como los neurotransmisores. En respuesta a diversos estímulos celulares, los endocannabinoides 
se sintetizan o degradan gracias a la acción de diversas enzimas, entre las que se encuentran hidro-
lasas y aciltransferasas (Di Marzo y Piscitelli, 2015).
 4.2.1. Receptores cannabinoides y mecanismos de señalización celular
 Se considera que la mayoría de los ligandos cannabinoides actúan activando receptores 
específicos de superficie celular con siete dominios transmembrana, acoplados a proteínas G. 
Existen dos receptores cannabinoides bien establecidos, CB1 y CB2, además de otros receptores 
que se describirán a continuación. 
 Los receptores cannabinoides se localizan en la membrana plasmática y se activan por 
ligandos cannabinoides, tanto endógenos como exógenos (Pertwee y Ross, 2002). La estimulación 
de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 activa numerosas vías de transducción de señales 
a través de proteínas G
i/o
 (Devane y cols., 1988; Pertwee, 1997; Molina-Holgado y cols., 2002; 
Pertwee, 2007; Ryberg y cols., 2007; Figura 7). Cuando se activan los receptores cannabinoides, 
la subunidad β y γ de la proteína G se separan de la subunidad α, y la subunidad Giα libera GDP 
y se une GTP, activándose e inhibiendo la adenilato ciclasa. Esta enzima inactiva es incapaz de 
estimular la producción de AMPc a partir de ATP, por lo que se inhibe la actividad de la siguiente 
enzima en la cascada de señalización, la proteín kinasa A (PKA). La reducción en la fosforilación 
debido a la inhibición de la PKA modula múltiples vías, en las que intervienen canales iónicos 
y diferentes kinasas los cuales son importantes en los cambios en el citoesqueleto celular o en 
eventos de transducción de señales y en la plasticidad sináptica. Otra posible vía de acción es que 
el dímero Gβγ active a una proteína G, rectificando los canales de K+, e inhibiendo los canales de 
Ca2+, regulando así la transmisión sináptica (Díaz-Laviada y Ruiz-Llorente, 2005).
 La liberación de las subunidades βγ de las proteínas G también conduce a la activación de 
la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K), resultando en la fosforilación de tirosina y la activación de 
Raf-1, y en consecuencia, la fosforilación de la proteín kinasa activada por mitógenos (MAPK, del 
inglés mitogen-activated protein kinase). Esta cascada de señalización culmina con la regulación de la 
transcripción de diversos genes.
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 4.2.1.1. Receptor CB1: localización y funciones fisiológicas
 CB1 es un receptor de siete dominios transmembrana acoplado a proteínas G, cuyas seña-
les se dan predominantemente a través de G
i/o
 para inhibir la adenilato ciclasa (Howlett y Fleming, 
1984; Howlett y cols., 1986; Matsuda y cols., 1990). El acoplamiento entre CB1 y las proteínas G
i/o
 
también activa kinasas reguladas por señales extracelulares (ERK), MAPK y canales rectificadores 
de K+, pero también es capaz de inhibir canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Mackie y Hille, 
1992). Está localizado fundamentalmente en la terminal presináptica de las neuronas, regulando 
retrógradamente la transmisión sináptica mediante la inhibición de la liberación de neurotransmi-
sores.
 Se considera el receptor más abundante del SNC y se encuentra mayoritariamente en gan-
glios basales, corteza cerebral, cerebelo e hipocampo (Matsuda y cols., 1990), mientras que su ex-
presión es menor en tronco cerebral, algunos núcleos del tálamo, amígdala, sustancia gris periacue-
ductal y asta dorsal de la médula espinal (Farquhar-Smith y cols., 2000; Howlett y cols., 2002). Esta 
localización nos muestra la implicación de los endocannabinoides en el control del movimiento, 
cognición, memoria y en la modulación del dolor, efectos antieméticos y analgésicos, ya que este 
receptor abunda en las estructuras que controlan dichas funciones. El receptor CB1 también se 
expresa en la mayoría de células del sistema inmune, pero en niveles menores que el receptor CB2 
Figura 7. Principales vías de señalización de receptores CB asociados a proteínas G.
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(Galiegue y cols., 1995). También se expresa en tejidos periféricos, como el tejido adiposo, hígado, 
tracto gastrointestinal, células β-pancreáticas y endotelio vascular.
 El mecanismo de activación del receptor CB1 es muy variado, y se ha descrito reciente-
mente que puede formar homodímeros con otros receptores CB1 cercanos o uniones con otros 
receptores formando heterodímeros, como el receptor CB2, receptores adrenérgicos, dopaminér-
gicos, opioides, receptores de angiotensina, orexigénicos y receptores de adenosina (Navarro y 
cols., 2008; Przybyla y Watts 2010; Smith y cols., 2010), siendo éste un tema de intensa investigación 
en el momento actual. 
 4.2.1.2. Receptor CB2: localización y funciones fisiológicas
 El receptor CB2, al igual que CB1, es un receptor que se acopla a proteínas G, con siete 
dominios transmembrana, y presenta tan sólo un 44% de homología en la secuencia de aminoáci-
dos si se compara con CB1 (Munro y cols., 1993), y un 68% de homología si sólo se consideran las 
regiones transmembrana. 
 La localización del receptor CB2 varía respecto de la del receptor CB1. Hasta hace relati-
vamente poco tiempo, se consideraba al receptor CB2 como ajeno al SNC, ya que sus niveles eran 
altos en células del sistema inmune, como linfocitos T, linfocitos B, macrófagos y células hemato-
poyéticas (Munro y cols., 1993; Galiegue y cols., 1995). Sin embargo, estudios posteriores mostra-
ron una distribución del receptor CB2 no tan restringida al sistema inmune, ya que se observó su 
presencia en cerebro de mamíferos y cultivos celulares de microglía y endotelio cerebral (Golech y 
cols., 2004; Núñez y cols., 2004; Van Sickle y cols., 2005; Gong y cols., 2006), en células gliales in 
vitro (Stella, 2004) y en situaciones patológicas (Yiangou y cols., 2006; Benito y cols., 2007; Núñez y 
cols., 2008), y progenitores neurales in vivo (Palazuelos y cols., 2006). También se ha localizado la ex-
presión del receptor CB2 en hígado (Julien y cols., 2005), en osteoblastos, osteocitos y osteoclastos 
(Ofek y cols., 2006) y en células secretoras de somatostatina en páncreas (Bermúdez-Silva y cols., 
2007).
 La activación del receptor CB2 es muy importante en las acciones periféricas ejercidas por 
los cannabinoides, principalmente en las inmunomoduladoras (Lombard y cols., 2007; Eisenstein y 
Meissler, 2015), además de otros efectos compartidos con el receptor CB1. En el trabajo de Buc-
kley y cols. (2000), se observó una respuesta defectuosa en diferentes poblaciones de linfocitos T y 
B en ratones CB2-/-, comparándola con ratones de fenotipo salvaje (wild type). Otras acciones me-
diadas por la activación del reeptor CB2 incluyen un papel antiproliferativo (Aguado y cols., 2007; 
Velasco y cols., 2012). 
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 4.2.1.3. Otros receptores de cannabinoides
 Además de los receptores CB1 y CB2, se han descubierto otros receptores capaces de ac-
tivarse con ligandos  cannabinoides. A continuación se describen brevemente. 
• Receptores PPAR: Los cannabinoides también son capaces de unirse y activar los receptores de 
la superfamilia de receptores nucleares activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR, del 
inglés peroxisome proliferator-activated receptors), que se unen a secuencias de ADN llamadas elementos 
de respuesta a PPAR, los que a su vez inducen la transcripción de los genes diana tras la activación 
por ligando (O’Sullivan, 2007). Cada vez hay más trabajos describiendo la activación de receptores 
PPAR por diferentes cannabinoides, y que éstos receptores pueden estar implicados en muchos 
efectos biológicos de los endocannabinoides, como en el efecto antiinflamatorio, en el comporta-
miento relacionado con la alimentación y en la analgesia (O’Sullivan, 2007).
 Kozak y cols. (2002) describieron por primera vez que PPAR interaccionaba con el endo-
cannabinoide 2-AG. En un trabajo posterior, Rockwell y Kaminski (2004) evidenciaron un bloqueo 
de la acción antiinflamatoria de AEA sobre la expresión de IL-2 mediante el uso de un antagonista 
del receptor PPARγ, sugiriendo que la AEA podría activar este receptor directamente, o a través 
de sus metabolitos. A continuación, Bouaboula y cols. (2005) describieron que la AEA se unía 
directamente a PPARγ y activaba su actividad transcripcional, al igual que el 2-AG. No todos los 
endocannabinoides inducen la actividad transcripcional de PPARγ, como la palmitoiletanolamida 
(PEA; Lo Verme y cols., 2005), que no presenta afinidad por este receptor nuclear (Bouaboula y 
cols., 2005). Además, Liu y cols. (2003) mostraron que el cannabinoide sintético ácido ajulémico se 
unía al receptor e incrementaba la propia actividad transcripcional de PPARγ, ejerciendo un efecto 
antiinflamatorio. Así, en los últimos años se ha comprobado el efecto antiinflamatorio (O’Sullivan 
y Kendall, 2010) y antitumoral de los cannabinoides a través del receptor PPARγ (Ramer y cols., 
2013; Vara y cols., 2013).
• Canales TRPV: Algunos endocannabinoides pueden unirse al receptor vanilloide tipo 1 (TRPV1), 
un canal iónico no selectivo, permeable tanto a Ca2+, como a Na+ e H+, que pertenece a la familia 
de los receptores activados por potenciales transitorios (TRPs; Zygmunt y cols., 1999). Este canal 
se localiza en neuronas dopaminérgicas (Mezey y cols., 2000), pero también en queratinocitos, 
vejiga, músculo liso, hígado, páncreas, endotelio, linfocitos y macrófagos, entre otros (ver revisión 
de Starowicz y cols., 2007). La activación de este canal iónico mediante endocannabinoides puede 
ejercer una función en la vía nociceptora y en vasodilatación, bajo el control de neuronas senso-
riales sensibles a capsaicina (Zygmunt y cols., 1999). La activación con capsaicina conlleva una 
hipoquinesia en ratas (Di Marzo y cols., 2001), y la AEA produce efectos similares en la locomo-
ción, acompañados por una reducción en la actividad de los terminales dopaminérgicos en estriado 
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(Smart y Jerman, 2000; De Lago y cols., 2004). También se ha descrito la activación del canal iónico 
TRPV2 con Δ9-THC (Neeper y cols., 2007). 
• GPR55: El receptor acoplado a proteínas G 55 (GPR55) es un receptor con siete dominios trans-
membrana (Sawzdargo y cols., 1997), con una homología de secuencia con CB1 y CB2 aproximada 
del 14% (Baker y cols., 2006). Se ha detectado su ARNm mediante Northern blot en médula es-
pinal y en varias regiones del cerebro, entre las que destacan el hipocampo, y los núcleos caudado 
y putamen (Sawzdargo y cols., 1999), así como en tronco encefálico, cerebelo, corteza cerebral, 
hipotálamo y estriado mediante RT-PCR (Ryberg y cols., 2007), y en neuronas de ganglios de la 
raíz dorsal (Lauckner y cols., 2008). GPR55 parece jugar un papel importante en la función vascular 
(Baker y cols., 2006) y en la coordinación motora (Wu y cols., 2013). El receptor GPR55 también se 
localiza en diferentes tejidos periféricos, como el bazo, glándulas adrenales y tejido óseo, y está im-
plicado en el metabolismo del tejido adiposo, tracto gastrointestinal y páncreas (Liu y cols., 2015).
 En los últimos años está aumentando el interés por el receptor GPR55 en las acciones de 
los cannabinoides (Brown, 2007; Sharir y Abood, 2010; Liu y cols., 2015). Los endocannabinoides 
AEA, 2-AG y PEA presentan afinidad por el receptor GPR55 (Ryberg y cols., 2007), activando 
diferentes rutas. Por ejemplo, la AEA y no el 2-AG, desencadena un incremento de niveles de Ca2+ 
intracelular y activa Rho GTPasas a través de GPR55 (Lauckner y cols., 2008). 
 4.2.2. Endocannabinoides
 Los ligandos endógenos o endocannabinoides son una clase de reguladores lipídicos, entre 
los que se encuentran amidas y ésteres de ácidos grasos de cadena poliinsaturada. Los endocanna-
binoides se producen en diferentes órganos y tejidos del organismo, incluido el SNC y periférico. 
 Los endocannabinoides mejor caracterizados son la AEA y el 2-AG (Figura 8). Asimismo, 
existen compuestos considerados putativamente como endocannabinoides, como el 2-araquido-
nilgliceril-éter (noladin éter), O-araquidonoiletanolamina (virodhamina) (Porter y cols., 2002), N-
araquidonoil-dopamina (NADA) y N-oleoildopamina (Pertwee, 2008a). Otros endocannabinoides 
de la familia de la AEA, las N-aciletanolaminas, presentan actividad cannabimimética, es decir, que 
reproducen la mayoría de los efectos descritos para los derivados del cannabis. Uno de ellos es la 
PEA, que tiene efectos analgésicos y antiinflamatorios (Mattace Raso y cols., 2014), o la oleoileta-
nolamida (OEA), que puede actuar como agonista de los receptores PPARα o TRPV1 (Pavón y 
cols., 2010).
 El primer endocannabinoide descrito fue la AEA (Devane y cols., 1992). La AEA es un 
derivado del ácido araquidónico y la etanolamina, y actúa como agonista parcial de los receptores 
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cefalorraquídeo en pacientes con EM (Centonze y cols., 2007).
 El endocannabinoide más abundante en el SNC es el 2-AG, descubierto como ya se ha 
comentado por el grupo de Mechoulam (Mechoulam y cols., 1995) y Sugiura y cols. en 1995 de ma-
nera independiente, y parece ser un agonista cannabinoide selectivo tanto del receptor CB1 como 
CB2 (Sugiura y Waku, 2002), pudiendo ejercer su acción durante reacciones inflamatorias, entre 
otras (Lee y cols., 1995). El 2-AG, además de en cerebro, está presente en otros tejidos y órganos 
(Sugiura y cols., 2006). Los niveles basales de 2-AG en cerebro son aproximadamente el doble que 
los de AEA (Giuffrida y cols., 1999), y éstos varían dependiendo de la edad del animal de experi-
mentación y las condiciones fisiológicas en las que se encuentre. En situaciones patológicas, como 
en el modelo de EM CREAE (del inglés chronic relapsing EAE), los niveles de 2-AG en cerebro y 
médula espinal son más elevados (Baker y cols., 2001) que en condiciones basales. Sin embargo, 
varios grupos han descrito que los niveles de 2-AG en el modelo de EAE tanto de ratón como rata 
no varían o incluso disminuyen (Cabranes y cols., 2005; Maresz y cols., 2005).
 4.2.2.1. Endocannabinoides: síntesis, recaptación y degradación
 La AEA y el 2-AG se sintetizan a demanda y se liberan junto con otros homólogos de la 
AEA, como la PEA y el 2-linoleoilglicerol. Una vez ejercida su acción biológica, los endocannabi-
noides se internalizan y degradan en la célula mediante un sistema de recaptación y enzimas hidro-
líticas. En neuronas, se ha descrito que los endocannabinoides se sintetizan y liberan en respuesta 
a un aumento de la concentración intracelular de Ca2+ o de AMPc, producidos en periodos de 
actividad del SNC (Mackie, 2006).
Figura 8. Formulación química de los principales 
endocannabinoides.
CB1 (Devane y cols., 1992), y como agonista de 
baja afinidad del receptor CB2. Se ha localizado 
en cerebro y en tejidos periféricos de oveja, cer-
do, vaca, roedores y humano, entre otros. Los ni-
veles más altos de AEA en SNC coinciden con 
las regiones en las que abunda el receptor CB1, 
como son el hipocampo, los ganglios basales y el 
cerebelo, pero también son elevados en tálamo y 
tronco encefálico, donde la expresión del recep-
tor CB1 es más baja (Bisogno y cols., 1999). A ni-
vel periférico se ha localizado en bazo, donde hay 
una alta expresión del receptor CB2. En plasma, 
suero y líquido cefalorraquídeo aparecen trazas 
(Felder y Glass, 1998), aunque se ha observado 
que la concentración de AEA aumenta en líquido 
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 La biosíntesis de AEA comienza con un precursor lipídico de membrana, el ácido araqui-
dónico, sobre el que actúa la enzima N-aciltransferasa (NAT) para obtener la N-araquidonoilfos-
fatidiletanolamida (NAPE; Figura 9). A continuación tiene lugar la hidrólisis enzimática cataliza-
da por la fosfolipasa D (PLD), y tras obtenerse el precursor N-araquidonoilfosfatidiletanolamina 
(NArPE), la enzima fosfolipasa D (NAPE-PLD) lo hidroliza para dar como productos finales 
ácido fosfatídico y AEA (Schmid y cols., 1983; Di Marzo y cols., 1994). La NAPE-PLD es depen-
diente de Ca2+ y fue clonada por el grupo de Okamoto y cols. (2007). Esta reacción es también la 
ruta principal de síntesis de otras N-aciletanolaminas, como PEA, OEA o N-estearoiletanolamina 
(SEA), y debido a ello, la AEA suele sintetizarse a la vez que estos compuestos, que presentan 
propiedades antiinflamatorias y antinociceptivas. Aunque dichas moléculas no presenten afinidad 
por los receptores CB1 ni CB2, podrían ejercer las funciones antes mencionadas a través de los 
receptores GPR55, PPARα o los canales TRPV1. En cuanto a la degradación de AEA, la principal 
vía es a través de la hidrolasa de ácidos grasos FAAH  (McKinney y Cravatt, 2005), aunque puede 
ser sustrato de la COX-2.
 Respecto a la síntesis de 2-AG, la hidrólisis de fosfoinositol bis-fosfato catalizada por la 
enzima fosfolipasa C (PLC) da lugar a diacilglicerol (DAG). Dos DAG lipasas (DAGLα y DAGLβ), 
catalizan la reacción que transforma el DAG a 2-AG. Estas DAGL se sitúan en la membrana post-
sináptica, sintetizando el 2-AG involucrado en la transmisión retrógrada. Una vez que el 2-AG 
ejerce su función, éste es hidrolizado fundamentalmente por la monoacilglicerol lipasa (MAGL) 
(Dinh y cols., 2002), y en menor medida, por α,β-hidrolasa(ABDH)-6 y ABDH12 (Freund y cols., 
2003; Litchman y cols., 2012) . La MAGL se localiza en el terminal presináptico, mientras que la 
FAAH se encuentra en el terminal postsináptico (Gulyas y cols., 2004).
Figura 9. Principales rutas de síntesis y degradación de los endocannabinoides AEA y 2-AG a 
partir de precursores lipídicos de membrana. 2-AG: 2-araquidonoilglicerol; AEA: anandamida; DAG: 
diacilglicerol; DAGL: DAG lipasa; FAAH: hidrolasa de amidas y ácidos grasos; MAGL: monoacilglicerol 
lipasa; NAPE: N-araquidonoilfosfatidiletanolamida; NAPE-PLD: fosfolipasa D específica de NAPE; NAT: 
N-acetiltransferasa; PLA: fosfolipasa A; PLC: fosfolipasa C.
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 Se desconoce y es motivo de debate la existencia de transportadores y mecanismos de re-
captación de AEA y 2-AG (McFarland y Barker, 2004; Glaser y cols., 2005), aunque recientemente 
Chicca y cols. (2012) han propuesto la existencia de un transportador de membrana de endocanna-
binoides, que junto con la hidrólisis intracelular, reducirían los niveles de AEA y 2-AG del medio 
extracelular.
4.3. Compuestos cannabinoides
 Los cannabinoides se pueden definir como compuestos estructuralmente relacionados con 
el Δ9-THC, el principal componente psicoactivo de Cannabis sativa, y otros compuestos que interac-
cionan con los receptores CB. Existen algunas excepciones, como el HU-221 (dexanabinol), que es 
un cannabinoide en el sentido químico, pero no interacciona con los receptores CB (Feigenbaum 
y cols., 1989), mientras que la ACEA es un agonista selectivo del receptor CB1, pero no tiene una 
estructura parecida a la del THC (Hillard y cols., 1999).
 Los compuestos cannabinoides afectan a numerosas funciones biológicas, como la me-
moria a corto plazo y la coordinación motora, además de exhibir propiedades neuromoduladoras, 
neuroprotectoras, antioxidantes y antiinflamatorias, entre otras (Mechoulam y Hanus, 2000).
 4.3.1. Cannabis sativa y los fitocannabinoides
 El cannabis se extrae de la planta Cannabis sativa L., perteneciente a la familia Cannabaceae, 
de la que sólo se ha descrito un género, Cannabis, con tan sólo una especie (C. sativa), aunque exis-
ten distintas subespecies y variedades de éstas. 
 Debido al alto número de compuestos existentes en la planta, la química asociada al canna-
bis es muy compleja, ya que se pueden dar interacciones entre los distintos componentes. Se han 
descrito más de 480 compuestos químicos, entre los que abundan los terpenos, cannabinoides e 
hidrocarburos, y en menor medida, azúcares, compuestos nitrogenados, fenoles no cannabinoideos 
y flavonoides, entre otros. Los cannabinoides mejor descritos son los terpeno-fenólicos con 21 
carbonos. De los más de 480 compuestos descritos en la planta, se han descrito cerca de 80 com-
puestos terpeno-fenólicos denominados fitocannabinoides, que no han sido detectados en otras 
plantas. 
 Los fitocannabinoides son compuestos liposolubles que presentan un gran potencial tera-
péutico, según publicaciones de los últimos años, en enfermedades que afectan al SNC, en particu-
lar la EM. En la Figura 10 se muestran las rutas de biosíntesis de los principales fitocannabinoides. 
Actualmente, una buena opción para la industria farmacéutica es la búsqueda de nuevos compues-
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tos con potencial terapéutico basados en fitocannabinoides que no ejerzan efectos psicotrópicos, 
pero que sí tengan actividad farmacológica, ya que una vez descritos los mecanismos de acción, po-
drían considerarse buenos candidatos para combatir enfermedades del SNC. Los últimos estudios 
farmacológicos con cannabinoides no psicotrópicos han utilizado la Δ9-tetrahidrocannabivarina 
(THCV), Δ9-tetrahidrocannabiorcol (THCO), cannabicromeno (CBC), y el cannabigerol (CBG), 
entre otros, mostrando una actividad analgésica y antiinflamatoria (Hill y cols., 2012). 
 Una característica de gran interés es que la planta Cannabis sativa puede ser manipulada 
genéticamente para alterar los ratios relativos a los fitocannabinoides producidos. Este aspecto me-
rece ser considerado, ya que la modulación del ratio de fitocannabinoides específicos en extractos 
estandarizados de cannabis puede ofrecer no sólo un mejor potencial terapéutico, sino también 
proporcionar un modelo para la industria farmacéutica para el desarrollo de medicinas basadas en 
cannabis. A continuación se detallarán las características de los cannabinoides más abundantes en 
la planta.
 • Δ9-THC: El componente más abundante en Cannabis sativa es el Δ9-THC, que provoca 
importantes efectos psicoactivos al activar el receptor CB1. El THC también presenta afinidad 
por el receptor CB2  (Pertwee, 1997; Howlett, 2002), al igual que por el receptor PPARγ y los 
canales iónicos TRPV1 (Pertwee, 2008b). Entre los efectos terapéuticos que se asocian al THC 
Figura 10. Biosíntesis y formulación química de los principales fitocannabinoides (modificada 
de Hill y cols., 2012). CBC: cannabicromeno; CBCV: cannabicromevarina; CBD: cannabidiol; CBDV: 
cannabidivarina; CBG: cannabigerol; CBGV: cannabigerovarina; THC: tetrahidrocannabinol; THCV: te-
trahidrocannabivarina.
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se encuentran efectos analgésicos (Fox y Bevan, 2005), antiinflamatorios, antieméticos, acciones 
sobre la actividad muscular, efectos cardiovasculares, neuroendocrinos, inmunomoduladores y an-
tiproliferativos, entre otros. En general, la mayoría de efectos inmunomoduladores del THC se han 
asociado a la activación del receptor CB2, pero también al receptor CB1 (Nagarkatti y cols., 2009). 
También se utiliza para potenciar el apetito en pacientes de SIDA y como antiemético en pacientes 
de cáncer que reciben quimioterapia. El THC forma parte del compuesto Sativex®, comercializado 
para espasticidad y dolor neuropático en pacientes de EM (en combinación con CBD, en una pro-
porción aproximada de 1:1), y como anestésico en pacientes con cáncer (Russo y cols., 2007).
 • CBD: El CBD constituye cerca del 40% del extracto de la planta, y es el fitocannabinoide 
no psicotrópico más abundante (Hanus, 2009). Su estructura y configuración no fue descrita hasta 
los años 60 (Gaoni y Mechoulam, 1964; Mechoulam y cols., 1970), y presenta propiedades analgési-
cas, anfiinflamatorias (Li y cols., 2013), antioxidantes, neuroprotectoras, antitumorales (McAllister 
y cols., 2007) y antiepilépticas (Devinsky y cols., 2014), inhibe la náusea y el vómito (Parker y cols., 
2011), además de carecer de efectos psicotrópicos y cognitivos. Cabe destacar la relevancia que 
está tomando el CBD en la investigación como tratamiento de la esquizofrenia (Iseger y Bossong, 
2015). Este fitocannabinoide tiene una farmacología compleja, ya que no presenta afinidad por los 
receptores CB1 y CB2 pero puede actuar como antagonista (Thomas y cols., 2007), es agonista de 
los canales iónicos TRPV1 y 2 (De Petrocellis y cols., 2008; Qin y cols., 2008), del receptor PPARγ 
(O’Sullivan y cols., 2009), del receptor de serotonina 5-HT1A (Mechoulam y cols., 2007) y también 
del receptor de adenosina A2A (Mecha y cols., 2013b). Además, el CBD es antagonista del receptor 
GPR55 (Ryberg y cols., 2007).
 • CBG: Es el precursor de los fitocannabinoides más abundantes en el extracto de la planta, 
el THC y CBD. El CBG es un cannabinoide no psicotrópico aislado en 1965 por Gaoni y Mechou-
lam, el cuál no induce efectos similares al THC (Mechoulam y cols., 1970). Este fitocannabinoide 
es agonista parcial de los receptores CB1 y CB2 (Izzo y cols., 2009; Hill y cols., 2012) y del receptor 
PPARγ (Granja y cols., 2012). El CBG presenta propiedades antiproliferativas en células cancero-
sas (Ligresti y cols., 2006) y antibacterianas (Appendino y cols., 2008). Las acciones del CBG tienen 
como diana los canales TRP (De Petrocellis y cols., 2011), el receptor adrenérgico α2 (Cascio y 
cols., 2010) y puede actuar como antagonista del receptor de serotonina 5-HT1A.
 4.3.2. Antagonistas de cannabinoides
 Existen algunos antagonistas selectivos para el receptor CB1, a pesar de que muchos mues-
tran agonismo inverso. El primer antagonista en describirse fue el SR141716A (Rimonabant; Ri-
naldi-Carmona y cols., 1994), al que posteriormente se ha sometido a modificaciones con el fin de 
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incrementar la afinidad por el receptor, sintetizando los agonistas inversos AM251 y AM281 (Gat-
ley y cols., 1996; Lan y cols., 1999). Otros antagonistas del receptor CB1 son el LY320135 (Felder 
y cols., 1998), NESS 0327 (Ruiu y cols., 2003), PF-095453 y CE-178253 (Mnich y cols., 2010), o el 
MJ08 (Chen y cols., 2011).
 Respecto a los antagonistas/agonistas inversos del receptor CB2, la primera molécula que 
se sintetizó fue un análogo del rimonabant, el SR144528 (Rinaldi-Carmona y cols., 1998). Otros 
fármacos usados son el AM630, O-1184 (Ross y cols., 1998) o el JTE-907.
 4.3.3. Nuevos fitocannabinoides: Descripción de VCE-003, VCE-003.2, VCE-006 y  
 VCE-004.8
 Mientras que los fitocannabinoides clásicos como el THC provocan efectos tanto a nivel 
de SNC como en periferia activando los receptores CB1 y CB2 (Howlett y cols., 2002), otros fito-
cannabinoides pueden actuar en otro tipo de receptores. Como se ha comentado antes, estudios in 
vitro han mostrado que el CBG es un agonista del receptor adrenérgico y antagoniza los receptores 
de serotonina 5-HT1A (Cascio y cols., 2010). También se ha visto que es capaz de activar TRPV1, 
TRPV2 y TRPA1 (TRP, subfamilia A1), y es antagonista del receptor TRPM8 (TRP de la subfami-
lia M8, receptor de frío y mentol) in vitro (De Petrocellis y cols., 2008; 2011). 
 La propuesta que han hecho últimamente algunos grupos de investigación y empresas 
farmacéuticas es la de mejorar la afinidad de compuestos derivados de la planta por receptores can-
nabinoides, para aumentar la eficacia terapéutica en diferentes enfermedades, como por ejemplo 
la enfermedad de Huntington, Parkinson, EM o artritis reumatoide. Es el caso de los compuestos 
utilizados en esta tesis doctoral, que se describen a continuación.
 El principal derivado cannabinoide que se ha utilizado en esta tesis doctoral es el VCE-003, 
un derivado quinona del CBG, con una modificación de oxidación en la fracción de resorcinol 
(Figura 11). Dicha modificación resulta en una mejora en la afinidad del compuesto por el receptor 
de PPARγ (IC50=12,7 μM del CBG a 2,2 μM del VCE-003; Granja y cols., 2012), y por el receptor 
CB2 (IC50=16,07 μM del CBG a 1,76 μM del VCE-003; Granja y cols., 2012), pero no posee afini-
dad por el receptor CB1 (IC50>40 μM tanto en el caso del CBG como para el VCE-003; Granja y 
cols., 2012). También se ha utilizado el compuesto VCE-003.2, un derivado de VCE-003 que actúa 
como modulador de receptores PPAR (IC50=1,2 μM; Díaz-Alonso y cols., en preparación). Ade-
más, se ha estudiado el efecto terapéutico del VCE-006, un compuesto formado por dos moléculas 
de VCE-003.
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 Otro compuesto utilizado en esta tesis doctoral ha sido un derivado quinona del CBD, 
VCE-004.8, que actúa como modulador de receptores PPAR (IC50=1,7 μM)  y como agonista del 
receptor CB2 (Ki=170 nM; Del Río y cols., 2016) (Figura 11). 
4.4. Esclerosis múltiple y cannabinoides
 Durante el desarrollo de la EM, en el SNC tiene lugar un proceso neuroinflamatorio y 
neurodegenerativo que involucra numerosos mecanismos. Como se ha comentado en apartados 
anteriores, la enfermedad podría comenzar con la activación de la respuesta inflamatoria mediada 
por linfocitos T autorreactivos, que responderían contra antígenos del SNC y se desencadenarían 
la respuesta inflamatoria con producción de citoquinas, quimioquinas y mediadores tóxicos, como 
ROS y metabolitos del óxido nítrico (Bauer y cols., 1995; Grundy y cols., 2001). Los cannabinoides 
(endocannabinoides, fitocannabinoides o cannabinoides sintéticos) son capaces de regular estos 
procesos a distintos niveles, y se ha asociado, en general, la neuroprotección a la acción de los can-
nabinoides activando el receptor CB1, y la modulación de la respuesta inflamatoria a la activación 
del receptor CB2 (Maresz y cols., 2007). Por ello son buenos candidatos como agentes terapéuticos 
inmunomoduladores/neuroprotectores en enfermedades como la EM y sus modelos animales.
 4.4.1. Los cannabinoides como agentes neuroprotectores e inmunomoduladores
 Una característica importante de la EM es el daño axonal observado en lesiones, que se 
incrementa con el tiempo (Trapp y cols., 1998). Además del ambiente inflamatorio crónico, hay 
que tener en cuenta la excitotoxicidad debida a un incremento en los niveles de glutamato (Kostic 
Figura 11. Formulación química (A) y afinidad por los receptores CB1, CB2 y PPARγ 
de los derivados de fitocannabinoides utilizados (B). aGranja y cols. (2012); bDíaz-Alon-
so, en preparación; cBisogno y cols. (2001); dDel Río y cols. (2016).
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y cols., 2013), que altera prácticamente todas las funciones fisiológicas de las células del SNC, des-
embocando en eventos patológicos muy heterogéneos.
 El potencial terapéutico de los cannabinoides en cuanto a su capacidad neuroprotectora 
se ha evaluado en modelos de EM, como la EAE y TMEV. Su acción a través del receptor CB1 
(Kaplan, 2013) se ha descrito en EAE (Pryce y cols., 2003; Kozela y cols., 2011; Lou y cols., 2011; 
De Lago y cols., 2012) y en el modelo de TMEV (Arévalo-Martín y cols., 2003; Croxford y Miller, 
2003; Mestre y cols., 2005; Loría y cols., 2008; Mecha y cols., 2013b), entre otros. El grupo de Baker 
y cols. indujo el modelo de EAE en ratones knock out (KO) para el receptor CB1, y comprobaron 
que los animales presentaban mayor neurodegeneración, comparados con ratones wild type (Pryce y 
cols., 2003; Jackson y cols., 2005). Posteriormente se ha descrito que la neuroprotección ejercida a 
través de la activación del receptor CB1 en neuronas en el modelo de EAE (Maresz y cols., 2007), 
es independiente de la activación del receptor CB2 (Croxford y cols., 2008). Otros estudios han 
referido un efecto neuroprotector en neuronas ganglionares de la retina frente a excitotoxicidad 
producida por AMPA a través de la activación del receptor CB1 (Kokona y Thermos, 2015). Res-
pecto a la neuroprotección ejercida por la activación del receptor CB2, estudios in vivo e in vitro han 
demostrado que este receptor es una buena diana farmacológica para disminuir la muerte neuronal 
en numerosas enfermedades neurodegenerativas, tanto agudas como crónicas (consultar la revisión 
de Fernández-Ruiz y cols., 2007). En el modelo de EAE, la activación de receptores CB2 conlleva 
una acción neuroprotectora, como observaron Wen y cols. (2015) tras la administración del anta-
gonista AM630 y también con ratones KO para CB2.
 Además, existen numerosas acciones que inducen neuroprotección que son independien-
tes de la activación de los receptores CB1 y CB2, como por ejemplo la mejora de los síntomas de la 
EAE bloqueando el receptor de NMDA directamente con dexanabinol (HU-211) (Achiron y cols., 
2000), o el tratamiento con PEA, que se une al receptor PPARγ ejerciendo propiedades neuropro-
tectoras (Loría y cols., 2010).
 Otra característica de los cannabinoides es su papel inmunomodulador, principalmente 
a través del receptor CB2. Diversos estudios han demostrado que la activación crónica de la mi-
croglía juega un papel fundamental en EM (Matsumoto y cols., 1992), ya que puede amplificar el 
daño mediante la secreción de TNFα, IL-1 e IL-12 (Aloisi y cols., 2000; Ashton y Glass, 2007). En 
experimentos in vitro, estudios de nuestro laboratorio han mostrado la implicación de los endocan-
nainoides en inducir cambios del fenotipo microglial proinflamatorio a antiinflamatorio (Mecha 
y cols., 2015), y reducir los niveles de TNFα y otras citoquinas proinflamatorias en astrocitos de 
ratón activados con el virus de Theiler (Molina-Holgado y cols., 1997), al igual que en microglía 
estimulada con LPS (Molina-Holgado y cols., 2003). En modelos in vivo, concretamente en el mo-
delo de TMEV, el uso de UCM707 como inhibidor de la recaptación de AEA produce una acu-
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mulación de este endocannabinoide, reduciendo así la activación microglial y los niveles de TNFα, 
IL-1β e IL-6 (Ortega-Gutiérrez y cols., 2005), IL-12 e iNOS (Mestre y cols., 2005). El compuesto 
WIN55,212-2 reduce también los niveles de TNFα, IL-1β, IFNγ e IL-6 en el modelo de TMEV 
(Croxford y Miller, 2003).
 En el modelo de EAE, también se han estudiado los efectos antiinflamatorios de los can-
nabinoides a través del receptor CB1, en concreto, la disminución de TNFα reduce las alteraciones 
en las corrientes postsinápticas mediadas por glutamato (EPSCs, del inglés excitatory postsynaptic 
currents; Rossi y cols., 2011). Se piensa que dichas corrientes pueden contribuir a la excitotoxicidad 
observada en el modelo de EAE. De Lago y cols. (2012) describieron efectos antiinflamatorios, 
además de neuroprotectores, con el tratamiento con WIN55,212-2 en el modelo de EAE, apoyan-
do lo observado previamente en el modelo de Theiler (Arévalo-Martín y cols., 2003). 
 También se ha observado que las ROS y las del nitrógeno aumentan desmesuradamente 
durante procesos inflamatorios en el SNC, induciendo estrés oxidativo e incluso muerte celular 
(Smith y cols., 1999), y que los cannabinoides son capaces de proteger contra dicho daño por estrés 
oxidativo en EM (Giacoppo y cols., 2015), inhibiendo iNOS.
 4.4.2. Aproximaciones terapéuticas con cannabinoides en EM
 Los tratamientos actuales para EM se pueden clasificar principalmente en cuatro categorías: 
tratamientos sintomáticos, tratamientos para brotes (corticoesteroides), tratamientos modificado-
res de la enfermedad, y otros tratamientos, que incluyen fisioterapia. Aunque existe un incremento 
en el número de tratamientos modificadores de la enfermedad, mayoritariamente están enfocados 
a reducir el número de brotes en fases tempranas de la EM. Actualmente no existen tratamientos 
eficaces para la EM progresiva, y respecto al tratamiento con cannabinoides, el estudio CUPID 
(del inglés Cannabinoid Use in Progressive Inflammatory brain Disease) de Ball y cols. (2015) confirma que 
nunca se ha realizado un estudio clínico en el que se hayan utilizado cannabinoides para alterar el 
curso de la enfermedad en la etapa progresiva de la EM. 
 Las aproximaciones terapéuticas con cannabinoides comercializados que se contemplan 
para EM se describen a continuación, teniendo en cuenta el estado de evolución y severidad de la 
patología en cada paciente, y el país donde se prescriban los cannabinoides.
• Naxibimols: El naxibimols (Sativex®, GW Pharmaceuticals; Reino Unido) ha sido un fármaco 
multidiana pionero, compuesto por fitocannabinoides. Sativex® está constituido aproximadamente 
en un ratio 1:1 por extractos botánicos de dos variedades de cannabis, una que produce predo-
minantemente THC y otra que produce CBD (aproximadamente, cada 100 μl de pulverizador 
contienen 2,7 mg THC y 2,5 mg CBD). Puede ser administrado por tabletas sublinguales, espray 
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oral e inhalado (no fumado). Este compuesto fue aprobado para el tratamiento de espasticidad en 
EM en numerosos países (Wade y cols., 2004; Perras, 2005), y en Canadá, desde 2007, también está 
aprobado su uso contra dolor neuropático en EM y cáncer (Novotna y cols., 2011; Langford y cols., 
2013). Desde 2010 está aprobado para su uso en nuestro país.
• Dronabinol: El dronabinol (Marinol®, Solvay Pharmaceuticals, Inc; Bélgica) es un compuesto basa-
do en el THC sintético, que ha sido comercializado y se utiliza para el tratamiento del dolor, pero 
sobre todo como antiemético en pacientes que reciben quimioterapia (en EEUU desde 1985). En 
el estudio de Svendsen y cols., (2004), tuvo un efecto analgésico modesto pero clínicamente rele-
vante en enfermos de EM con dolor neuropático. Aunque se ha utilizado como tratamiento para 
la EM progresiva, el estudio de Zajicek y cols. (2013) ha demostrado que el tratamiento oral no 
presenta ningún efecto sobre de la EM progresiva.
• Nabilona: La nabilona (Cesamet®, Valeant Pharmaceuticals North America; Canadá) es un análo-
go sintético del THC. Este compuesto es unas 7-8 veces menos potente que el dronabinol, y pre-
senta menos efectos psicotrópicos (Grotenhermen y Müller-Vahl, 2012), reduce el dolor pero no 
mejora la espasticidad de los pacientes. También se utiliza para el tratamiento de náuseas y vómitos 
en pacientes de síndrome piramidal (Wissel y cols., 2006). En Reino Unido, se usa para tratar los 
efectos de la quimioterapia en pacientes de cáncer.
• Rimonabant: También conocido como SR141716A, el Rimonabant (Acomplia®, Sanofi Aventis; 
Francia) es un antagonista del receptor CB1 que fue el primer tratamiento de este tipo en comer-
cializarse (2006) para el tratamiento de la obesidad. El compuesto es capaz de atravesar la BHE y 
producir un amplio rango de efectos psicoactivos en humanos a una dosis de 20 mg al día (Padwal 
y Majumdar, 2007), e incrementa la excitabilidad del sistema motor a nivel cortical y espinal (Oli-
viero y cols., 2012). Sin embargo, debido a los efectos adversos, como diarrea, náuseas y mareos, y 
efectos psiquiátricos tales como ansiedad, depresión e incremento de la tasa de suicidios (Padwal 
y Majumdar, 2007), la agencia europea del medicamento (EMEA) lo retiró del mercado en 2009.
• Ácido ajulémico (CT-3): Es un análogo sintético del 11-COOH-THC, el principal metabolito del 
THC. No presenta actividad psicotrópica (George y cols., 2008), y muestra efectos antiinflamato-
rios y analgésicos en humanos (Karst y cols., 2003). 
 En la revisión de Wang y cols. (2008) sobre estudios clínicos y los efectos adversos del 
uso medicinal de los cannabinoides (dronabinol, Sativex® y extractos botánicos de cannabis), no 
encontraron una mayor tasa de incidencia de efectos adversos serios asociada al uso médico de 
cannabinoides. En un meta-análisis realizado por Iskedjian y cols. (2007), el Sativex®, CBD y el 
dronabinol se mostraron efectivos para tratar pacientes con daño neuropático o con enfermedades 
como la EM o similares. 
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II. Objetivos
64
Francisco Javier Carrillo Salinas | Estudio de la eficacia terapéutica de nuevos derivados de cannabigerol y cannabidiol en esclerosis múltiple
65
Estudio de la eficacia terapéutica de nuevos derivados de cannabigerol y cannabidiol en esclerosis múltiple | Francisco Javier Carrillo Salinas 
 La EM es una enfermedad compleja con una clínica heterogénea, en la que están implica-
dos distintos mecanismos patogénicos, como la autoinmunidad, la inflamación y la degeneración. 
La contribución de cada uno de estos mecanismos puede ser diferente entre subgrupos de pacien-
tes, lo que tiene importantes implicaciones en el desarrollo de estrategias terapéuticas, porque la 
heterogeneidad también se manifiesta en la respuesta al tratamiento. En la actualidad la EM carece 
de un tratamiento curativo, aunque existen diferentes terapias que alivian, retrasan o frenan la pro-
gresión de la misma. Los síntomas en la EM afectan en gran medida a la calidad de vida de los pa-
cientes que, en general, acumulan una discapacidad progresiva, por lo que es importante establecer 
tratamientos innovadores dirigidos a modificar el curso de la enfermedad.
 En los últimos años, se viene investigando el potencial terapéutico de diferentes compues-
tos cannabinoides puede resultar beneficioso como tratamiento para diferentes enfermedades con 
componente inflamatorio y/o degenerativo. La comercialización del fármaco Sativex® ha abierto la 
puerta a la investigación sobre derivados naturales de la planta Cannabis sativa como posibles trata-
mientos para enfermedades como la EM. En esta tesis doctoral, nuestro laboratorio ha participado 
junto con el grupo de Inmunología de la Universidad de Córdoba que dirige el Prof. Eduardo Mu-
ñoz y con la empresa VivaCell Biotechnology Spain S.L., en la caracterización de nuevos compues-
tos generados a partir de fitocannabinoides no psicotrópicos para su posible uso en el tratamiento 
de la EM.
 Por ello, el objetivo principal de esta tesis doctoral ha consistido en la investigación del 
potencial terapéutico de cuatro nuevos derivados quinona de fitocannabinoides, tres de ellos deri-
vados del CBG (VCE-003, VCE-003.2 y VCE-006) y uno del CBD (VCE-004.8), utilizando los dos 
modelos animales de EM de uso más extendido, TMEV-IDD y EAE, que apoyan la etiología viral 
o autoinmune de la EM, respectivamente. Los objetivos concretos se detallan a continuación:
 1. Estudio del perfil biológico del compuesto VCE-003: aproximación in vitro.
 2. Valoración clínica e histopatológica del tratamiento con el compuesto VCE-003 en los 
 modelos TMEV-IDD y EAE.
 3. Evaluación clínica del tratamiento con los compuestos derivados de VCE-003, 
 VCE-003.2 y VCE-006, en el modelo de EAE.
 4. Estudio in vitro del perfil neuroprotector y antiinflamatorio del compuesto VCE-004.8 y
 valoración clínica e histopatológica del tratamiento con el compuesto VCE-004.8 en los 
 modelos TMEV-IDD y EAE.
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III. Métodos experimentales
y material
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1. MÉTODOS EXPERIMENTALES
 En el desarrollo de la presente tesis doctoral se emplearon ratones hembra Mus musculus de 
la cepa susceptible SJL/J de 4-6 semanas de edad (Harlan Laboratories; Barcelona, España) que 
se infectaron con el virus de Theiler, y ratones hembra de la cepa C57BL/6 (Harlan Laboratories; 
Barcelona, España) de 6-8 semanas para los experimentos de inmunización con MOG
35-55
. 
 Los animales dispusieron de agua y comida ad libitum, y fueron mantenidos en el animalario 
del Instituto Cajal (CSIC) en condiciones controladas de temperatura (22ºC), en un ciclo diario de 
luz/oscuridad de 12 horas, en jaulas con enriquecimiento ambiental. Todos los experimentos se 
han realizado según la regulación del gobierno y la Unión Europea (Decreto 53/2013 BOE nº34 
y Comunidad de Madrid: ES280790000184). El comité de ética sobre experimentación animal del 
Instituto Cajal (CSIC) aprobó todos los experimentos realizados en esta tesis doctoral.
 El servicio de Animalario del Instituto Cajal cumple todas las recomendaciones sobre alo-
jamiento del convenio del Consejo de Europa ETS 123 y la normativa vigente sobre Experimenta-
ción y Protección de los Animales utilizados en Experimentación y otros Fines Científicos reflejada 
en el RD 53/2013 y la Ley 6/2013. 
1.1. Modelos animales de esclerosis múltiple
 1.1.1. Modelo de encefalomielitis murina desmielinizante inducida por el virus de  
 Theiler (TMEV-IDD)
 El virus de Theiler (cepa DA), cedido por el Dr. Moses Rodríguez (Clínica Mayo; Roches-
ter, NY, EEUU), fue inoculado intracranealmente en el hemisferio cerebral derecho en ratones 
de la cepa susceptible SJL/J, con 2 x 106 unidades formadoras de placa (ufp) en 30 µl de medio 
DMEM enriquecido con 5% de suero fetal de ternero (FCS, del inglés Fetal calf  serum) (Lledó y 
cols., 1999). Los ratones Sham fueron inoculados sólo con vehículo (DMEM + 5% FCS). La evo-
lución de estos animales se controló periódicamente hasta su sacrificio.
 
 1.1.1.1. Diseño experimental
 Una vez iniciada la sintomatología, entre los 60-80 dpi (dependiendo del experimento, 
Figura 12), los ratones fueron sometidos a los diferentes tratamientos que se administraron por 
vía intraperitoneal durante los 14 días consecutivos con el  compuesto VCE-003 (1 mg/kg, 5 mg/
kg ó 10 mg/kg), VCE-004.8 (10 mg/kg), vehículo (DMSO/PBS) o DMF (15 mg/kg, este último 
mediante sonda intragástrica), según el grupo/experimento correspondiente. 
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Figura 13. Ratones SJL/J en el actímetro y localización de los sensores en la caja.
 1.1.1.2. Evaluación de la función motora (caja de actividad)
 Para evaluar las deficiencias motoras debido al deterioro neurológico de los ratones infec-
tados con el virus de Theiler, se utilizó la prueba de la caja de actividad motora o actímetro (Figura 
13; Activity monitor System Omnitech electronics, Inc.; Columbus, OH, EEUU), que consistió 
en introducir a los animales en una caja de metacrilato con sensores, que detecta la actividad hori-
zontal del animal (exploración espontánea) y la actividad vertical (compromiso de las extremidades 
inferiores) como número de interrupciones del haz del láser del sensor, durante dos ciclos conse-
cutivos de 5 minutos cada uno. Los resultados se analizaron con el software Digiscan. Los datos 
obtenidos se relativizaron a los animales control como 100% de movimiento. 
Figura 12. Esquema del desarrollo del experimento con el modelo de TMEV-IDD.
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 1.1.2. Modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE)
 Se calculó la cantidad necesaria de todos los compuestos, según lo siguiente: 300 μg/ratón 
de MOG
35-55
 en PBS (100 µl/ratón), y 800 μg/ratón de Mycobacterium tuberculosis H37 RA en adyu-
vante incompleto de Freund (100 µl/ratón). Después de esto, se procedió a sonicar con ultrasoni-
do el eppendorf  que contenía la mezcla de Mycobacterium y adyuvante incompleto de Freund para 
disolverlo mejor, y se pasó a un tubo de cristal. A continuación, se añadió gota a gota la MOG
35-55
, 
agitando con vortex en todo momento. De esta suspensión se inyectó subcutáneamente 200 µl a 
cada ratón (previamente anestesiados inhalatoriamente con isoflurano), en el flanco de la pata del 
animal. El grupo de animales CFA (control) recibió todo lo anterior exceptuando MOG
35-55
. Una 
vez finalizada la inmunización, se inyectó intraperitonealmente la toxina pertúsica para amplificar 
la respuesta inmune (200 ng/100 µl de PBS por ratón). A las 48 horas post-inmunización se volvió 
a inyectar la toxina. Los animales CFA fueron inoculados con la misma emulsión que los demás 
grupos inmunizados, pero sin MOG, y no recibieron la toxina pertúsica.
  1.1.2.1. Diseño experimental 
 El tratamiento comenzó a día 7 post-immunización (dpI), al percibir los primeros síntomas 
clínicos motores de la enfermedad, y tuvo una duración de 21 días, hasta el día de sacrificio (28 dpI, 
Figura 14). Los ratones recibieron el tratamiento mediante inyecciones intraperitoneales diarias 
del compuesto VCE-003 (5 mg/kg), VCE-003.2 (10 mg/kg), VCE-004.8 (10 mg/kg), VCE-006 
(5 mg/kg) o vehículo (DMSO/PBS), según el grupo/experimento correspondiente. En los expe-
rimentos en los que se utilizaron antagonistas del receptor CB2 (AM630, 2 mg/kg en PBS) o del 
receptor PPARγ (T0070907, 5 mg/kg en PBS), los animales fueron tratados intraperitonealmente 
con los antagonistas 15 minutos antes que con VCE-003.
Figura 14. Esquema del desarrollo del experimento con el modelo de EAE.
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 1.1.2.2. Seguimiento clínico de la EAE
 Se examinó diariamente los signos clínicos neurológicos de los ratones mediante una escala 
clínica que permitía la valoración de una parálisis creciente (Figura 15). Se otorgaron las siguientes 
puntuaciones:
 0 - No evidencias clínicas neurológicas.
 1 - Parálisis total de la cola.
 2 - Paraparesia trasera leve.
 3 - Parálisis total de una de las extremidades posteriores.
 4 - Parálisis total de ambas extremidades posteriores.
 5 - Muerte o criterio de punto final.
Figura 15. Imágenes representativas de los signos clínicos de los ratones.
1.2. Cultivos celulares
 Para realizar los cultivos primarios de neuronas de ratón, se utilizaron embriones E17-
E18 de la cepa CD1, cuyas madres fueron criadas en el Instituto Cajal (CSIC). Para los cultivos 
de microglía y progenitores de oligodendrocitos (OPCs, del inglés oligodendrocyte progenitor cells) se 
utilizaron ratas Wistar postnatales de 0 a 2 días de edad criadas en el animalario del Instituto Cajal 
(CSIC). También se utilizaron líneas celulares establecidas de fenotipo endotelial cerebral murino 
(bEnd5, European Collection of  Cell Cultures, Reino Unido) y de fenotipo microglial murino (BV-
2; Interlab Cell Line Collection, Génova), así como la línea celular neuronal PC-12, cedida por el 
Dr. Lorenzo Romero, del laboratorio del Prof. Manuel Nieto-Sampedro (Instituto Cajal, CSIC). 
Asimismo, se utilizó la línea neuronal HT22, procedente del laboratorio del Prof. Eduardo Muñoz 
(Universidad de Córdoba).
 Además, se utilizaron cultivos de células de diferentes líneas establecidas utilizadas para 
transfección: C6.9 (glioma), HEK293 (riñón), N2A (neuroblastoma), MO3.13 (oligodendroglial), 
SK-N-SH (neuroblastoma) y PC-12 (feocromocitoma de médula adrenal), también procedentes 
del laboratorio del Prof. Eduardo Muñoz (Universidad de Córdoba). 
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 1.2.1. Cultivos primarios de neuronas
 Los cultivos primarios de neuronas de corteza cerebral se obtuvieron de embriones E17-
E18 de ratones hembra de la cepa CD1, siguiendo el protocolo descrito (Rose y cols., 1993). Pri-
mero, se extrajeron los embriones y fueron decapitados inmediatamente, colocando las cabezas en 
una placa de Petri (60 mm) con medio HBSS sin magnesio ni calcio. Se procedió a retirar la piel y el 
cráneo de los embriones, y se extrajo el cerebro. Se eliminaron los bulbos olfativos, y tras diseccio-
nar y apartar las meninges, el tronco encefálico y el hipocampo, se colocaron las cortezas de ambos 
hemisferios cerebrales en una placa de Petri (60 mm) con 1 ml de medio HBSS, y se fragmentaron 
con bisturí. El paso siguiente consistió en someter al tejido a una disgregación enzimática con 
DNAsa I (1 mg/ml) y tripsina al 2,5% sin EDTA en HBSS, durante 15 minutos a 37ºC (agitando 
cada 5 minutos). Después de este tiempo, el homogeneizado precipitó, y para lavar la DNAsa y la 
tripsina, se aspiró con cuidado el sobrenadante, se añadió 6 ml de HBSS, se resuspendió y se dejó 
que decantara el homogeneizado durante 3 minutos, repitiéndose este proceso dos veces más. El 
tejido se sometió, para un homogeneizado mayor, a una disgregación mecánica con 2 pipetas Pas-
teur de diferentes diámetros (previamente flameadas para obtener dichos diámetros) lavadas con 
suero de caballo para evitar la adherencia de las células, realizando 10 pases por pipeta. 
 Posteriormente, se procedió a contar y plaquear las células. Para ello, se utilizaron placas 
de 12 y 24 pocillos tratados desde el día anterior con poli-D-lisina (5 µg/ml) y lavados 2 veces con 
agua destilada. Dependiendo del experimento, se sembraron 5 x 105 ó 2,5 x 105 por pocillo en me-
dio DMEM con 10% de suero de caballo (HS, del inglés horse serum). A las 3 horas se reemplazó 
el medio de cultivo por medio Neurobasal, enriquecido con B-27 (2%), GlutaMAX 2 mM y 0,5% 
de antibióticos (penicilina/estreptomicina). Las células se incubaron durante 3 días en condiciones 
controladas de humedad, a 37ºC de temperatura y 5% de CO2. Tras este periodo de tiempo, se 
añadió al cultivo citosina-D-arabinofuranósido (AraC) 10 µM para detener la división celular. Se 
cambió el medio a los 5 días, y las células se trataron 9 días después de ser plaqueadas. La pureza 
del cultivo, determinada mediante inmunohistoquímica, fue mayor del 95%.
 1.2.2. Cultivo primario mixto
 Los cultivos primarios mixtos fueron preparados a partir de encéfalos de ratas P0-P2, 
desechando los bulbos olfativos y el tronco encefálico, siguiendo las modificaciones que Molina-
Holgado y cols. (2002) y Mecha y cols. (2011; doi:10.1038/protex.2011.218) realizaron del proto-
colo de McCarthy y de Vellis (1980). 
 Una vez extraído, el encéfalo se colocó en DMEM frío, y se retiraron las meninges y vasos 
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sanguíneos asociados a ellas. Los encéfalos fueron disgregados mecánicamente con una pipeta 
Pasteur previamente recubierta con suero, filtrado con una malla de 150 μm de tamaño de poro y 
las células resultantes fueron resuspendidas en DMEM con 10% de HS, 10% de suero fetal bovino 
(FBS, del inglés fetal bovine serum) y 1% de penicilina/estreptomicina (DMEM 10:10:1), y sembradas 
en tubos Falcon de 75 cm2 (previamente cubiertos con poli-D-lisina, 5 μg/ml). Los tubos Falcon 
se incubaron a 37ºC en condiciones controladas de humedad y 5% de CO2.
 Después de transcurrir 7-10 días, se observó una estratificación de células. En el fondo de 
los tubos Falcon, una monocapa confluente de astrocitos, sobre la que se situaban las células O2A 
(del inglés Oligodendrocyte-type 2 astrocyte), adheridas a los astrocitos. Estas células O2A pueden dife-
renciarse a oligodendrocitos o a astrocitos tipo 2, dependiendo del medio de cultivo. Las células 
microgliales poseen una adherencia débil a la monocapa de astrocitos y también puede estar en 
suspensión en el medio de cultivo.
 1.2.2.1. Cultivo primario de microglía a partir de un cultivo mixto de encéfalo de  
 rata
 Como se ha comentado anteriormente, las células se cultivaron durante 7-10 días. A conti-
nuación, los tubos Falcon fueron agitados a 230 rpm durante 3 horas a 37ºC para separar las células 
microgliales. Finalmente, se recogió el sobrenadante, que contenía las células, se centrifugaron y se 
sembraron 5 x 104 células/cm2 para los ensayos correspondientes. La pureza del cultivo, determi-
nada mediante inmunohistoquímica, fue mayor del 95% (Mecha y cols., 2011).
 1.2.2.2. Cultivo primario de OPCs a partir de un cultivo mixto de encéfalo de rata
 Los cultivos primarios de OPCs se realizaron a partir de cultivos mixtos de ratas Wistar. 
Una vez aspirado el medio con las células microgliales, se repuso el medio de cultivo DMEM 
10:10:1, y los tubos Falcon fueron agitados de nuevo a 260 rpm durante 18 horas a 37ºC, para se-
parar las células O2A del cultivo. La suspensión obtenida fue filtrada por una malla de nylon de 30 
μm y transferida a placas Petri no tratadas. Después se incubó durante 1 hora a 37ºC con el objetivo 
de purificar al máximo los OPCs, dada su poca adherencia al plástico, al contrario que las célu-
las microgliales o astrogliales. A continuación, las células O2A fueron resuspendidas en DMEM 
10:10:1 y plaqueadas a una densidad de 50.000 células/cm2 en placas multipocillo recubiertas con 
poli-D-lisina (5 μg/ml), donde se mantuvieron durante 3 horas hasta que el medio fue cambiado 
a medio específico sin suero (SFM) que contenía factores de crecimiento (5 ng/ml de bFGF y 
PDGF-AA). El medio SFM consiste en DMEM/F12 complementado con 25 μg/ml transferrina, 
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10 nM biotina, 30 nM selenito sódico, 1 μg/ml putrescina, 5 μg/ml insulina, 20 nM hidrocortisona, 
20 nM progesterona, 1% penicilina/estreptomicina. Las células permanecieron en una fase inicial 
de proliferación de 3 días, tras los cuales se cambió el medio de cultivo a un medio SFM sin factores 
de crecimiento y con 30 nM triyodotironina durante 5 días, para inducir su maduración. La pureza 
del cultivo, determinada mediante inmunohistoquímica, fue mayor del 95% (Mecha y cols., 2011).
 1.2.3. Cultivo de línea celular de células microgliales BV-2
 Para cada experimento, tras alcanzar una confluencia del 80%, las células se plaquearon en 
placas de doce pocillos (5 x 105 células/ml), en DMEM suplementado con un 10% de FBS, 10% 
de HS y un 1% de antibióticos (penicilina/estreptomicina), y mantenidas en unas condiciones de 
humedad, temperatura de 37ºC y un 5% de CO2. Los tratamientos fueron administrados 24 horas 
después de plaquear las células.
 1.2.4. Cultivo de línea celular de células endoteliales cerebrales murinas (bEnd5)
 Esta línea celular se obtuvo  de la colección europea de líneas celulares (European Collec-
tion of  Cell Cultures; Reino Unido). Las células se plaquearon en placas de doce pocillos (5 x 105 
células/ml) o en placas de seis pocillos (2,5 x 105 células/ml), en DMEM suplementado con un 
10% de FBS inactivado y un 1% de penicilina/estrepctomicina, y mantenidas en unas condiciones 
estándar de humedad, temperatura de 37ºC y un 5% de CO2. Los tratamientos se administraron 24 
horas después de plaquear las células.
 1.2.5. Cultivo de línea celular PC-12
 Se procedió a plaquear 2 x 104 células/pocillo en placas de 96 pocillos, en DMEM suple-
mentado con un 10% de FBS inactivado y un 1% de penicilina/estreptomicina, y mantenidas en 
unas condiciones estándar de humedad, temperatura de 37ºC y un 5% de CO2. Después de 24 
horas, las células fueron estimuladas según el experimento correspondiente, y la viabilidad celular 
se comprobó 24 horas después de tratar las células (apartado 1.3).
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 1.2.6. Cultivo de las líneas celulares C6.9, HEK293, N2A, MO3.13, SK-N-SH,   
 HT22  y PC-12
 Las líneas celulares se mantuvieron en crecimiento exponencial en medio DMEM suple-
mentado con un 10% de FCS inactivado y 0,5% de penicilina/estreptomicina, y fueron plaqueadas 
a una densidad de 105 células/ml. Los cultivos se mantuvieron en unas condiciones estándar de 
humedad, temperatura de 37ºC y un 5% de CO2. Las transfecciones se realizaron 24 horas después 
de plaquear las células.
1.3. Determinación de la viabilidad celular 
 - Liberación de LDH: La muerte celular se valoró cuantificando de manera indirecta la libe-
ración de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo, utilizando un kit comercial. 
Como control de muerte neuronal, se lisaron las células de un pocillo control con 2% Tritón X-100. 
Tras finalizar el tiempo del tratamiento, se recogieron 100 μl por pocillo de los sobrenadantes, que 
se depositaron en una placa de 96 pocillos. A cada uno de los pocillos se les añadió 100 μl de la 
mezcla del kit y se incubó la placa 30 minutos, en oscuridad y a 37ºC. A continuación, se midió la 
absorbancia a 492 nm en el Multiskan y, dependiendo del experimento, se consideró como 100% la 
muerte basal del cultivo, o bien la muerte inducida por el estímulo de A23187/glutamato. 
 - MTT: Tras realizar los tratamientos, las células se incubaron durante 3 horas a 37ºC y en 
oscuridad con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, concentración final 
de 0,5 μg/ml) precalentado previamente a 37ºC. Una vez finalizada la incubación, se añadieron 200 
μl de DMSO en cada pocillo. A continuación, se obtuvieron 100 μl y se depositaron en una placa 
de 96 pocillos.  Por último se midió la absorbancia a 595 nm, y los datos resultantes se refirieron a 
la supervivencia basal del cultivo como 100%.   
 
1.4. Transfección transitoria con plásmido reportero
 Las células de las diferentes líneas establecidas (C6.9, HEK293, N2A, MO3.13, SK-N-SH y 
PC-12) se plaquearon a una densidad de 105 células/ml en medio DMEM con FBS y sin antibióti-
cos. A las 24 horas, se retiró el medio y se añadieron gota a gota 60 μl de la mezcla de transfección, 
formada por el plásmido reportero ARE-Luc y Roti-Fect en DMEM sin suero. Después de 5 horas, 
se realizó un cambio de medio a DMEM con FBS, y a las 24 horas las células se trataron con los 
diferentes compuestos sometidos a estudio (CBG o VCE-003, 10 μM) durante 6 horas. La activi-
dad luciferasa se cuantificó mediante Dual-Luciferase Assay y la transactivación se expresó como el 
número de veces sobre las células sin tratar.
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1.5. Técnica de inmunodetección por separación electroforética de proteínas (Western 
blot)
 Para la extracción de proteínas, las células se despegaron de las placas de cultivos con 30 
μl de tampón de lisis e inhibidores de proteasas, se pasaron a un tubo Eppendorf, y tras sonicar 
las muestras, se centrifugaron durante 15 minutos a 13.500 rpm a 4ºC para obtener el extracto de 
proteínas totales. La concentración de proteínas se determinó mediante la reacción de Bradford. 
Posteriormente, a cada muestra se le añadió tampón de muestras Laemli 5X y fueron hervidas 
durante 5 minutos para desnaturalizar las proteínas. Del resultado anterior, 30 ó 40 μg de proteína 
se corrieron en geles de electroforesis con 10% de acrilamida, y a continuación se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa (90 V durante 70 minutos). Posteriormente, se sometieron a las mem-
branas a 95ºC en tampón citrato de pH 6, para incrementar la exposición de epítopos.
 Después de todo este proceso, las membranas se lavaron 3 veces durante 10 minutos cada 
vez con TBS (solución de Tris Base 25 mM y NaCl 137 mM), y a continuación se lavaron 3 veces 
durante 10 minutos con TBST (TBS + Tween-20 al 10%). Posteriormente, se bloquearon las unio-
nes inespecíficas con tampón de bloqueo [contiene 5% de leche desnatada, si la proteína de estudio 
no estaba fosforilada; o 5% de albúmina de suero bovino (BSA, del inglés bovine serum albumin), si 
la proteína sí estaba fosforilada] durante 1-2 horas. A continuación, se incubaron las membranas 
durante la noche a 4ºC con el anticuerpo primario. Tras realizar 3 lavados durante 10 minutos con 
TBST, se procedió a la incubación de las membranas con el anticuerpo secundario conjugado a 
peroxidasa de rábano y diluido en tampón de bloqueo, durante 2 horas a temperatura ambiente. Se 
lavaron las membranas y la inmunodetección de las proteínas de estudio se realizó mediante reve-
lado por quimioluminiscencia (con una solución de luminol y ácido p-cumárico). Las membranas 
que iban a ser reutilizadas con otros anticuerpos fueron sometidas a un proceso de stripping leve 
con un tampón de pH 6,8 que contenía glicina, SDS, Tween-20 y agua destilada. Por último, la señal 
se cuantificó por densitometría mediante un escáner GS-800 de BioRad.
1.6. Enzimoinmunoensayo en fase sólida (ELISA)
 Para la determinación de la porción soluble de la molécula VCAM-1 (sVCAM-1), se reco-
lectaron los sobrenadantes de los cultivos de células bEnd5 después de los distintos tratamientos 
y se congelaron hasta el momento del ensayo a -80ºC. Se utilizó el kit comercial de detección de 
sVCAM-1 (R&D Systems; Minneapolis, MN, EEUU), siguiendo el protocolo y las recomendacio-
nes del fabricante. En primer lugar, se añadió 50 μl del diluyente RD1-21 y a continuación 50 μl 
de cada muestra y de las diluciones para realizar la curva estándar. Se agitó 1 minuto suavemente, y 
después se incubó durante 3 horas a temperatura ambiente. Tras este tiempo, se aspiró y lavó cada 
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pocillo, repitiendo el proceso 4 veces con solución de lavado (400 μl). A continuación, se añadió a 
cada pocillo 100 μl de conjugado de sVCAM-1 de ratón, y se dejó incubando 1 hora a temperatura 
ambiente. Una vez transcurrido este tiempo, se repitieron los 4 aspirados/lavados, y se añadieron 
100 μl de solución sustrato a cada pocillo, y se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente 
y en oscuridad. A continuación, se añadieron 100 μl de solución para detener la reacción, y se agitó 
suavemente. Para finalizar, después de esperar unos minutos, se procedió a obtener las medicio-
nes de densidad óptica de cada pocillo a una absorbancia de 450 nm. La sensibilidad del kit de 
sVCAM-1 es de 20 pg/ml, y los coeficientes de variabilidad (CV) intra-ensayo e inter-ensayo fueron 
4,6% y 6,8%, respectivamente. 
 Para la cuantificación de PGE2, se utilizó un kit de ELISA para PGE2 (Cayman Chemical; 
Ann Arbor, MI, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar se añadió 
100 μl de la solución ELISA a los pocillos NSB, y 50 μl de solución ELISA a los pocillos B0. Se 
realizó una curva estándar y se añadió 50 μl de muestra por pocillo. A continuación, se añadió 50 
μl del anticuerpo, y se incubó la placa en oscuridad durante 18 horas a 4ºC. Una vez finalizado, se 
lavaron los pocillos con solución de lavado, se añadió 200 μl el reactivo de Ellman por pocillo y se 
dejó incubando durante 1 hora en oscuridad. Para finalizar, se procedió a obtener las mediciones 
de densidad óptica de cada pocillo a una absorbancia de 420 nm. La sensibilidad del kit de PGE2 
es de 15 pg/ml, con un CV intra-ensayo de 6,6% y CV inter-ensayo de 15,5%. 
 Para la determinación de la concentración de IL-1β, IL-6, TNFα y CCL3, se recogieron 
los sobrenadantes procedentes de cultivos primarios de microglía con sus correspondientes trata-
mientos, y se centrifugaron a 2.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. A continuación se determinaron 
mediante la técnica de Bio-Plex (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente se 
analizaron con el sistema Bio-Plex™ 200 y se cuantificó mediante el software Bio-Plex Manager. 
La sensibilidad de este kit es de 2-12 pg/ml, con un CV intra-ensayo de 4% y un CV inter-ensayo 
de 2-7%.
1.7. Determinación de nitritos
 Para determinar la concentración de nitritos en los sobrenadantes de cultivos de células 
BV-2 se siguió el protocolo de Schmidt y cols. (1992). Un volumen de 50 μl de los sobrenadan-
tes con los distintos tratamientos se pipeteó en una placa de 96 pocillos, y se dejó atemperar 10 
minutos en oscuridad, tras lo cual se procedió a añadir 50 μl del reactivo de Griess a cada pocillo. 
Después de 10 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente, se midió la absorbancia a 540 nm. 
Los datos se relativizaron a la curva estándar correspondiente.
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1.8. Estudios de expresión génica por PCR cuantitativa (qPCR)
 1.8.1. Extracción del ARNm
 Para los análisis de expresión génica in vivo se utilizó la sección cervical de las médulas 
espinales. El tejido se homogeneizó con QIAzol (QIAgen, Reino Unido), y el ARN se extrajo uti-
lizando el kit de columnas RNeasy (QIAgen, Reino Unido), eliminando la posible contaminación 
de ADN degradado con el tratamiento con DNasaI (QIAgen, Reino Unido). La concentración de 
ARN y su pureza se obtuvo por las medidas de A260/A280 realizadas con un espectrofotómetro 
Nanodrop® (Nanodrop Technologies, EEUU).
 1.8.2. Retrotranscripción y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
 Se usó 1 μg de ARN total, que fue retrotranscrito a ADNc mediante el kit de Transcripción 
Reversa de Promega (Promega, España) y utilizando secuencias poly-dT. Las secuencias de los ce-
badores (primers) se detallan en la Tabla 1. La expresión de los genes de estudio por PCR en tiempo 
real fue cuantificada usando SYBR Green (Applied Biosystems, Reino Unido), utilizando  1 μl 
de ADNc y con los primers en una concentración final de 200 nM. Las condiciones de los ciclos 
de la PCR consistieron en un paso inicial de activación a 50ºC durante 2 minutos, 95ºC durante 
10 minutos y 40 ciclos de desnaturalización a 95ºC durante 15 segundos seguidos de periodos de 
alineamiento y extensión a 60ºC durante 1 minuto. Estos ensayos de PCR se llevaron a cabo en 
placas de 96 pocillos utilizando el equipo 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Reino 
Unido). Cada muestra se analizó en triplicado y se utilizó el gen 18S como control interno. Los 
resultados se muestran como 2-ΔΔCt.
 En algunos experimentos, la retrotranscripción de 1μg de ARN a ADNc se realizó me-
diante el kit de transcripción iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio Rad; Hercules, CA, EEUU). El 
ADNc generado se analizó por PCR a tiempo real, usando el mix iQ™ SYBR Green Supermix 
(Bio Rad; Hercules, CA, EEUU), con el sistema de detección CFX96 Real-Time PCR Detection 
System (Bio Rad; Hercules, CA, EEUU). Cada muestra se analizó por triplicado y se utilizó el gen 
GAPDH como control interno. Los resultados se muestran como 2-ΔΔCt.
Sentido Antisentido
IL-1β 5’-CTC CAC CTC AAT GGA CAG AA-3’ 5’-TCC AGG TAG CTA TGG TAC TCC-3’
TNFα 5’-AGA GGC ACT CCC CCA AAA GA-3’ 5’-CGA TCA CCC CGA AGT TCC CAT T-3’
IFNγ 5’-CTC AAG TGG CAT AGA TGT GGA AG-3’ 5’-GCT GGA CCT GTG GGT TGT TGA-3’
IL-17 5’-CCT CAG ACT ACC TCA ACC GTT C-3’ 5’-TTC ATG TGG TGG TCC AGC TTT C-3’
iNOS 5’-AAC GGA GAA CGT TGG ATT TG-3’ 5’-CAG CAC AAG GGG TTT TCT TC-3’
ICAM-1 5’-CAG ATG CCG ACC CAG GAG AG-3’ 5’-ACA GAC TTC ACC ACC CCG ATG-3’
18S 5’-ATG CTC TTA GCT GAG TGT CCC G-3’ 5’-ATT CCT AGC TGC GGT ATC CAG G-3’
GAPDH 5’-TGG CAA AGT GGA GAT TGT TGC C-3’ 5’-AAG ATG GTG ATG GGC TTC CCG-3’
Tabla 1. Cebadores (primers) utilizados para RT-PCR.
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1.9. Análisis histopatológico
 1.9.1. Procesado del tejido
 Los ratones fueron anestesiados por inyección intraperitoneal de pentobarbital (50 mg/
kg). Se perfundieron transcardíacamente con salino, y a continuación, se extrajeron las médulas 
espinales por extrusión y se fijaron con paraformaldehído (PFA) 4% en PBS 0,1 M durante toda 
la noche. Posteriormente, se crioprotegieron con soluciones crecientes de sacarosa (15% y 30%) 
diluida en PBS 0,1 M y se congelaron a -80ºC hasta su utilización. Para obtener los cortes, el tejido 
fue embebido en Tissue-Tek® y cortado en criostato a 15-30 μm de grosor. Finalmente, los cortes 
obtenidos se almacenaron a 4ºC en una solución de PB + azida sódica 0,2%, o a -20ºC en una 
solución crioprotectora que incluye polivinilpirrolidona 40 (PVP-40), sacarosa, polietilenglicol 400 
y PB, hasta su utilización.
 1.9.2. Inmunohistoquímica
 1.9.2.1. Marcaje con inmunofluorescencia
 Las secciones torácicas de las médulas espinales (30 µm de grosor) en flotación se lavaron 3 
veces durante 10 minutos, con PB 0,1 M. Se permeabilizó el tejido con 3 lavados de 10 minutos con 
PBT (PB 0,1 M + 0,1% Tritón X-100). Para evitar uniones inespecíficas, se bloquearon con PBT 
+ 5% de suero animal, y se incubaron con el anticuerpo primario en tampón de bloqueo durante 
toda la noche a 4ºC en agitación. Tras dicha incubación, las secciones se lavaron 3 veces durante 
10 minutos con PBT, y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo secundario correspondiente. 
Una vez finalizado este paso, se procedió a lavar 3 veces durante 10 minutos con PB 0,1 M y se in-
cubaron con DAPI (1:1.000) durante 10 minutos. Para finalizar, los cortes fueron montados sobre 
portaobjetos con una solución 1:1 de glicerol y PB 0,1 M, o Mowiol.
 1.9.2.2. Marcaje con diaminobenzidina (DAB)
 Las secciones torácicas en flotación de las médulas espinales (30 µm) se lavaron 3 veces 
durante 10 minutos, con PB 0,1 M. A continuación, se procedió con la inhibición de la peroxi-
dasa endógena durante 1 hora con una solución de 50% metanol y 1,66% H2O2 en PB 0,1 M, a 
temperatura ambiente y en oscuridad. Se permeabilizó el tejido con 3 lavados de 10 minutos con 
PBT, y posteriormente, se bloquearon las uniones inespecíficas con el tampón de bloqueo (PBT 
+  5% de suero animal). Una vez finalizado este paso, se incubaron con el anticuerpo primario en 
tampón de bloqueo durante toda la noche a 4ºC en agitación. Tras dicha incubación, las secciones 
se lavaron 3 veces durante 10 minutos con PBT para eliminar el exceso de anticuerpo primario, 
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y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a biotina 
y diluido en tampón de bloqueo. A continuación, se procedió a lavar 3 veces durante 10 minutos 
con PBT, y a incubar el tejido con avidina-peroxidasa durante 1 hora a temperatura ambiente y 
oscuridad. Se repitieron los 3 lavados de 10 minutos cada uno con PB 0,1 M y se procedió con el 
revelado con DAB (diaminobenzidina al 0,025% y H2O2 al 0,003% en PB). Se lavaron las secciones 
3 veces durante 10 minutos con PB 0,1 M y se montó el tejido sobre portaobjetos gelatinizados al 
2%. Una vez secados a temperatura ambiente, se tiñeron los cortes con azul de toluidina durante 
12 minutos. Tras este paso, se realizó un lavado con agua y se procedió con la deshidratación del 
tejido, sometiéndolo a pases de alcohol crecientes (70%, 96%, 100% por duplicado) y por xileno 
(por duplicado), durante 10 minutos por solución. Finalmente, se cubrieron los cortes de los por-
taobjetos con DePeX® y se colocó el cubreobjetos. 
 1.9.2.3. Marcaje de hematoxilina-eosina (H/E)
 Para las tinciones de H/E, se montaron las secciones de 30 µm de grosor en portaobjetos 
(previamente gelatinizados al 2%), y se dejaron secar toda la noche. A continuación, se sumergie-
ron los portaobjetos en hematoxilina durante 3 minutos. Una vez pasado este tiempo, se realizó 
un lavado con agua para eliminar el exceso de hematoxilina, y se sumergieron los portaobjetos en 
eosina al 1% durante 1,5 minutos. Al igual que antes, se procedió a lavar con agua destilada duran-
te 30 segundos. Una vez teñidos los cortes, y para deshidratarlos, sometimos a los portaobjetos a 
pases en un gradiente creciente de alcoholes: 70%, 96%, 100% (2 veces) y xileno (2 veces), durante 
10 minutos cada uno. Finalmente, se cubrieron con DePeX® y los cubreobjetos y se dejaron secar. 
 1.9.2.4. Marcaje de Nissl
 Las secciones torácico-lumbares de médula espinal de 30 µm de grosor fueron teñidas con 
la solución de Nissl (alumbre de cromo) a 50ºC durante 10 minutos, y a continuación se deshidra-
taron con etanol al 100%, se clarearon con xileno, se montaron con  DePeX® y se colocaron los 
cubreobjetos, dejándolos secar.
 1.9.2.5. Marcaje de Luxol Fast Blue (LFB)
 Las secciones torácico-lumbares en flotación de las médulas espinales (15 µm de grosor) 
se lavaron tres veces durante 10 minutos. Las muestras fueron deshidratadas con concentraciones 
crecientes de etanol, de 70% a 95%, y se incubaron en la solución de LFB durante una noche a 
56ºC. Al día siguiente, el exceso de tinción se eliminó utilizando etanol al 95%, y las secciones se 
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diferenciaron en una solución de carbonato de litio durante 30 segundos. Las secciones se deshi-
drataron, se aclararon con xileno y se montaron con DePeX® y se colocaron los cubreobjetos.
 1.9.2.6. Marcaje de mielina con el kit Hito CryoMyelinStain™
 Los cortes se montaron sobre portaobjetos gelatinizados al 2% y se dejaron secar toda la 
noche. Al día siguiente, se procedió a lavar los portaobjetos 3 veces durante 5 minutos cada vez con 
agua MiliQ. Después, se cubrieron los cortes con la mezcla de la solución 2 (20%) y la solución 3 
(80%) del kit dentro de una cámara húmeda, y se introdujo ésta en una estufa a 37ºC durante 4 ho-
ras. Tras este tiempo, se realizaron 3 lavados rápidos con agua MiliQ y los cortes fueron cubiertos 
con la solución indicada en el kit durante 3 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se lavaron 
los portaobjetos con agua MiliQ y se comenzó la deshidratación de los cortes con el gradiente cre-
ciente de alcoholes ya explicado anteriormente, se aclararon las secciones con xileno y se montaron 
con DePeX®. Finalmente, se colocaron los cubreobjetos y se dejaron secar.
 1.9.3. Evaluación de la infiltración celular
 Se cuantificó la cantidad de infiltrados celulares en médula espinal mediante la tinción con 
H/E o tinción de Nissl. El criterio de cuantificación de la infiltración seguido fue el siguiente (Fi-
gura 16):
Figura 16. Esquema del criterio de evaluación 
utilizado para determinar el grado de infiltración 
celular.
0 - No hubo evidencias de infiltrados celulares.
1 - Sólo en meninges.
2 - Número reducido de infiltrados celulares en pa-
rénquima.
3 - Infiltración moderada en sustancia blanca.
4 - Infiltración severa en sustancia blanca.
83
Estudio de la eficacia terapéutica de nuevos derivados de cannabigerol y cannabidiol en esclerosis múltiple | Francisco Javier Carrillo Salinas 
 1.10. Microscopía óptica y confocal
 1.10.1. Microscopía óptica y análisis de imagen
 Para la adquisición de las imágenes de tinciones con DAB se utilizó un microscopio Zeiss 
al que se encontraba acoplado un sistema de captura de imágenes Nikon de alta resolución. Para el 
análisis, se utilizaron seis secciones de médula espinal torácica-lumbar de 4-6 animales por grupo. 
Para la cuantificación del marcaje se usó el software de análisis de imagen ImageJ (NIH; Bethesda, 
MD, EEUU), manteniendo el mismo umbral de intensidad para todas las imágenes del mismo ex-
perimento. El resultado se expresa como porcentaje del área total marcada.
 1.10.2. Microscopía confocal y análisis de imagen
 En el caso de las imágenes obtenidas de tinciones con fluorescencia, se analizaron seis sec-
ciones de médula espinal torácica-lumbar por animal, de 4-6 ratones por grupo experimental. Las 
imágenes se obtuvieron con un microscopio confocal Leica TCS SP5. La intensidad de fluorescen-
cia fue cuantificada con el software de análisis de imagen ImageJ (NIH; Bethesda, MD, EEUU), 
manteniendo el mismo umbral de intensidad para todas las imágenes del mismo experimento.
1.11. Análisis estadístico
 Para el análisis estadístico de los datos se utilizó el programa IBM SPSS Statistics 22 (SPSS 
Inc-IBM; Chicago, IL, EEUU). Los datos referentes a la puntuación clínica en el modelo de EAE 
están representados como la media aritmética ± desviación estándar de la media (DEM) o como la 
media aritmética ± error estándar de la media (SEM, del inglés Standard error of  the mean). Para hacer 
comparaciones entre dos grupos se utilizó la prueba paramétrica t de Student, y si la comparación 
era de más de dos grupos, se realizó un análisis de la varianza (ANOVA) de una vía con las pruebas 
a posteriori de Bonferroni o Tuckey. En aquellos casos en los que la prueba de homogeneidad de 
varianzas (estadístico de Levene) fue significativa, se empleó el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido de una comparación por parejas con el test de U de Mann-Whitney. Los valores con 
una p<0,05 se consideraron como significativos, los que tenían una p<0,01 se valoraron como muy 
significativos, y altamente significativos cuando p<0,001.
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2. MATERIAL
2.1. Reactivos
 2.1.1. Cultivos celulares
- Albúmina de suero bovino (BSA; Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Apo-transferrina (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Azul Tripán (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Citosina arabinosida (AraC; Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España). 
- D-Biotina (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Dihidrocloruro de putrescina (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España). 
- DMEM/F12 (Lonza Ibérica S.A.; Barcelona, España).
- DNAsa I (Roche Diagnostics, S.L.; Manheim, Alemania).
- Dulbecco’s modified Eagle’s Media (DMEM, Lonza Ibérica S.A.; Barcelona, España).
- FGF básica (bFGF, Peprotech; Londres, Reino Unido).
- GlutaMAX (Gibco-Invitrogen S.A.; Barcelona, España).
- Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Hidrocortisona (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Insulina (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- PDFG-AA humana (Peprotech; Londres, Reino Unido).
- Penicilina/Estreptomicina (Gibco-Invitrogen S.A.; Barcelona, España).
- Poli-D-Lisina (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Progesterona (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Selenito sódico (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Suero fetal bovino (FBS, Gibco-Invitrogen S.A.; Barcelona, España).
- Suero fetal de ternero (FCS, Gibco-Invitrogen S.A.; Barcelona, España).
- Suero de caballo (HS, Gibco-Invitrogen S.A.; Barcelona, España).
- Suplemento B-27 (Gibco-Invitrogen S.A.; Barcelona, España).
- Tampón fosfato salino (PBS, Gibco-Invitrogen S.A.; Barcelona, España).
- Tripsina (Gibco-Invitrogen S.A.; Barcelona, España).
- Tripsina-EDTA (Gibco-Invitrogen S.A.; Barcelona, España).
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  2.1.2. Procesamiento del tejido
- Paraformaldehído (PFA, Merck; Darmstadt, Alemania).
- Sacarosa (Merck; Darmstadt, Alemania).
- Tissue-Tek® (Sakura; Zoeterwoude, Holanda).
 2.1.3. Inmunocitoquímica, inmunohistoquímica y otras tinciones
- 3,3-Diaminobenzidina tetrahidrocloruro (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Alumbre de cromo (Panreac Química S.A.U.; Barcelona, España).
- Carbonato de litio (Merck; Darmstadt, Alemania).
- Complejo avidina-biotina peroxidasa (Vector Laboratories Inc.; Burlingame, CA, EEUU).
- DePeX® (AMS Biotechnology; Oxon, Reino Unido).
- Etanol (Merck; Darmstadt, Alemania).
- Mowiol (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Peróxido de hidrógeno (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Suero normal de cabra (Vector Laboratories Inc.; Burlingame, CA, EEUU).
- Suero normal de caballo (Vector Laboratories Inc.; Burlingame, CA, EEUU).
- Suero normal de conejo (Vector Laboratories Inc.; Burlingame, CA, EEUU).
- Tritón X-100 (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Xileno (Merck; Darmstadt, Alemania).
 Anticuerpo (Western blot) Huésped Distribuidor
Dilución de 
trabajo
An
tic
ue
rp
os
 p
rim
ar
io
s
IκBα Conejo Cell Signaling Technologies  1:1.000
℗IκBα Conejo Cell Signaling Technologies  1:1.000
MBP Ratón Millipore 1:1.000
MAG Conejo
Santa Cruz Biotechnology 
Inc.  1:500
α-Tubulina Ratón Sigma-Aldrich Química, S.A.  1:20.000
iNOS Ratón BD Transduction Laborato-ries  1:1.000
An
tic
ue
rp
os
 
se
cu
nd
ar
io
s Anti conejo-HRP Burro
Jackson ImmunoResearch 
Laboratories Inc.
 1:2.000
Anti ratón-HRP Cabra BioRad 
 1:4.000
 1:8.000
 2.1.4. Marcadores
Tabla 2. Anticuerpos utilizados para Western blot.
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Anticuerpos (IHQ o 
ICQ) / Marcadores
Huésped Distribuidor Dilución de trabajo
An
tic
ue
rp
os
 p
rim
ar
io
s
Iba1 Conejo Wako Chemical Pure Industry  1:1.000
CD4 Rata BD Pharmingen  1:500
CD8 Rata BD Pharmingen  1:1.000
VCAM-1
Cabra Santa Cruz Biotechnology Inc.  1:500
Rata BD Pharmingen  1:500
Neurofilamento Ratón DSHB  1:1.000
Neurofilamento H
(cadena pesada)
Conejo Millipore  1:1.000
SMI32 Ratón Covance  1:1.000
RIP Ratón DSHB  1:1.000
NFκB (p65) Ratón Rockland Immunochemicals Inc.  1:600
ZO-1 Conejo Life Technologies  1:100
An
tic
ue
rp
os
 se
cu
nd
ar
io
s
Anti rata biotinilado Conejo Vector Laboratories  1:1.000
Anti ratón biotinilado Caballo Vector Laboratories  1:1.000
Anti cabra biotinilado Conejo Vector Laboratories  1:2.000
Anti conejo biotinilado Cabra Vector Laboratories  1:1.000
Alexa 488 Anti conejo Cabra Invitrogen Molecular Probes Inc.  1:1.000
Alexa 488 Anti rata Cabra Invitrogen Molecular Probes Inc.  1:1.000
Alexa 488 Anti ratón Cabra Invitrogen Molecular Probes Inc.  1:2.000
Alexa 594 Anti ratón Cabra Invitrogen Molecular Probes Inc.  1:1.000
Alexa 594 Anti cabra Burro Invitrogen Molecular Probes Inc.  1:1.000
Alexa 594 Anti conejo Cabra Invitrogen Molecular Probes Inc.   1:1.000
O
tro
s m
ar
ca
do
re
s 
Azul de toluidina  Electron Microscopy Sciences  1:2.000
DAPI Roche Diagnostics, S.L. 1:1.000
Hematoxilina Sigma-Aldrich Química, S.A
Eosina Panreac
Luxol Fast Blue (LFB) BDH Laboratory supplies
Kit Hito 
CryoMyelinStain™
Hitobiotec Inc.
Tabla 3. Anticuerpos y marcadores utilizados para teñir cortes histológicos. ICQ, inmunocitoquímica; IHQ, 
inmunohistoquímica.
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 2.1.5. Determinación de la viabilidad celular
- Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT; Sigma-Aldrich Química, S.A.; 
Madrid, España).
- Kit de detección de citotoxicidad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH; Roche Diagnostics, 
S.L.; Manheim, Alemania).
 2.1.6. Inmunodetección por separación electroforética de proteínas (Western blot)
- Ácido clorhídrico (Merck; Darmstadt, Alemania).
- Ácido okadaico (Calbiochem; Darmstadt, Alemania).
- Ácido p-cumárico (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Acrilamida al 30% (BioRad; Hercules, CA, EEUU).
- Aprotinina (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Azul de bromofenol (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Benzamidina HCl (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Dithiothreitol (DTT; Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Dodecil sulfato sódico (SDS; USB; Cleveland, OH, EEUU).
- Fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF; Boehringer Mannheim; Mannheim, Alemania).
- Fluoruro sódico (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Hidróxido sódico (Merck; Darmstadt, Alemania).
- Inhibidores de proteasas “Complete Mini” (Roche Diagnostics, S.L.; Manheim, Alemania).
- Leche desnatada en polvo (Sveltesse, Nestlé; Barcelona, España).
- Leupeptina (Boehringer Mannheim; Mannheim, Alemania).
- Luminol (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Marcador de  peso molecular de proteínas  (BioRad; Hercules, CA, EEUU).
- Membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences Europe; Barcelona, España).
- Ortovanadato sódico (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Peróxido de hidrógeno (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Persulfato amónico (BioRad; Hercules, CA, EEUU).- TEMED (BioRad; Hercules, CA, EEUU).
- Tris base (Roche Diagnostics, S.L.; Mannheim, Alemania).
- Tween-20 (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
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 2.1.7. Extracción de ARN, transcripción inversa (RT), reacción en cadena de la 
 polimerasa y transfecciones
- Cloroformo (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Desoxirribonucleasa I (DNasa I; Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Ensayo de luciferasa (Luciferase assay, Promega Biotech Ibérica, S.L.; Madrid, España). 
- Etanol (Merck; Darmstadt, Alemania).
- Kit de extracción RNeasy® (QIAgen; Manchester, Reino Unido).
- Kit de transcripción iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio Rad; Hercules, CA, EEUU). 
- Mix iQ™ SYBR Green Super mix (Bio Rad; Hercules, CA, EEUU). 
- Power SYBR® Green PCR Master mix (Applied Biosystems; Warrington, Reino Unido).
- QIAzol® (QIAgen; Manchester, Reino Unido).
- Roti®-Fect (Carl Roth GmbH; Karlsruhe, Alemania).
- Sistema de transcripción inversa (Promega Biotech Ibérica, S.L.; Madrid, España).
 2.1.8. Enzimoinmunoensayo en fase sólida (ELISA)
- Kit para ratón Quantikine®ELISA sVCAM-1/CD106 (R&D Systems; Minneapolis, MN, EEUU).
- Kit para rata Prostaglandin E2 ELISA (Cayman Chemical; Ann Arbor, MI, EEUU). 
- Kit para rata Bio-Plex Pro™ Rat Cytokine assay (BioRad; Hercules, CA, EEUU). 
2.2. Compuestos
 2.2.1. Compuestos utilizados en modelos de EM
- Adyuvante incompleto de Freund (Difco Laboratories; Detroit, MI, EEUU).
- Cepa Daniel (DA) del virus de Theiler, cedido por el Dr. Moses Rodríguez (Departamento de 
Inmunología y Neurología de la Clínica Mayo; Rochester, NY, EEUU).
- MOG
35-55
 (cedido por la Dra. Sara Ballester, ISCIII, Madrid, España/ Unidad de Desarrollo de 
Herramientas Proteicas, CNB, CSIC; Madrid, España/ ImmunoStep SL; Salamanca, España).
- Mycobacterium tuberculosis H37 RA (Difco Laboratories; Detroit, MI, EEUU).
- Toxina pertussis (procedente de Bordetella pertussis) (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, Espa-
ña).
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 2.2.2. Drogas y compuestos utilizados en los tratamientos
- A23187 (Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido).
- AM630 (Tocris Bioscience; Bristol, Reino Unido).
- CBG (cedido por Vivacell Biotechnology España; Córdoba, España).
- Dimetil-sulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- DMF (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- GW9662 (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- IFNγ murino (PeproTech Inc.; Rocky Hill, NJ, EEUU).
- IL-1β murina (PeproTech Inc.; Rocky Hill, NJ, EEUU).
- Isoflurano (Esteve; Madrid, España).
- LPS derivado de Escherichia coli 026:B6 (Sigma-Aldrich Química, S.A.; Madrid, España).
- Pentobarbital (Dolethal; Cedex, Francia).
- T0070907 (Cayman Chemical; Ann Arbor, MI, EEUU).
- TNFα murino (PeproTech Inc.; Rocky Hill, NJ, EEUU).
- VCE-003 (cedido por Vivacell Biotechnology España; Córdoba, España).
- VCE-003.2 (cedido por Vivacell Biotechnology España; Córdoba, España).
- VCE-004.8 (cedido por Vivacell Biotechnology España; Córdoba, España).
- VCE-006 (cedido por Vivacell Biotechnology España; Córdoba, España).
2.3. Instrumentos
- Actímetro (Activity Monitor System Omnitech Electronics, Inc.; Columbus, OH, EEUU).
- Bio-Plex™ 200 System, con el software Bio-PlexManager™ (BioRad; Hercules, CA, EEUU). 
- Campana de flujo laminar (Steril S.p.A.; Mazzo di Rho, Milán, Italia).
- Centrífuga (Hettich Zentrifugen EBA 12; Tuttlingen, Alemania).
- Criostato (Leica Microsystems CM1950; Barcelona, España).
- Equipo para electroforesis (BioRad POWER-PAC300; Hercules, CA, EEUU).
- Escáner GS-800 (BioRad; Hercules, CA, EEUU).
- Espectrofotómetro Nanodrop® (Nanodrop Technologies, EEUU).
- Incubador (RS Biotech Galaxy S; Escocia, Reino Unido).
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- Microscopio confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, GMBH; Wetzlar, Alemania).
- Microscopio de fluorescencia invertido (Leica Microsystems, GMBH; Wetzlar, Alemania).
- Microscopio óptico (Olympus; Barcelona, España).
- Sistema de detección CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio Rad; Hercules, CA, EEUU). 
- Sonicador (Sonics & Materials Inc. Vibra cell; Danbury, CT, EEUU).
- Termociclador (MJ Research PTC-100; Watertown, MA, EEUU).
- Termociclador cuantitativo a tiempo real 7500 (7500 Real Time PCR System; Applied Biosystems, 
Reino Unido).
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IV. Resultados
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1. Estudio del potencial terapéutico de nuevos derivados del 
cannabigerol: aproximación in vitro y con modelos de EM
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 La EM es una enfermedad que afecta al SNC y está caracterizada por pérdida de mielina 
y diferentes grados de pérdida axonal, que conlleva a una disfunción neurológica progresiva. La 
enfermedad se desarrolla con una fase inflamatoria inicial, seguida de una fase de desmielinización 
selectiva y, finalmente, una fase neurodegenerativa. La respuesta inmune contribuye a la formación 
y el mantenimiento de las lesiones en EM (Lassman y cols., 2001). Por consiguiente, el sistema in-
mune juega un papel crucial en la patogénesis de la EM, y resulta una buena diana terapéutica para 
el tratamiento de la enfermedad. 
 Nuestro grupo tiene amplia experiencia en el abordaje de estudios sobre el potencial tera-
péutico del tratamiento con diferentes cannabinoides sintéticos, fitocannabinoides o de la modu-
lación del sistema endocannabinoide en el modelo de TMEV-IDD (Mestre y cols., 2005; Docagne 
y cols., 2007; Loría y cols., 2008; Mestre y cols., 2009; Loría y cols., 2010; Mestre y cols., 2011; 
Mecha y cols., 2013b; Feliú y cols., 2015) y en el modelo de EAE (Hernández-Torres y cols., 2014; 
Moreno-Martet y cols., 2015).
 En esta tesis doctoral se investigó las posibles dianas celulares y moleculares del derivado 
de CBG, VCE-003, y se valoró su potencial neuroprotector y antiinflamatorio, además de su in-
fluencia en la maduración de oligodendrocitos y su efecto sobre las moléculas de adhesión. Para 
ello, se realizaron cultivos de neuronas, microglía, oligodendrocitos o células endoteliales. Asimis-
mo se invetigó su capacidad terapéutica en dos modelos bien establecidos de EM, TMEV-IDD y 
EAE.
1.1. Perfil antiinflamatorio del CBG y de su derivado VCE-003 in vitro
 En primer lugar, se estudiaron los efectos del CBG y del compuesto VCE-003 como posi-
bles agentes antiinflamatorios en cultivos primarios de células microgliales de rata, en respuesta al 
estímulo inflamatorio LPS (500 ng/ml). Tras 18 horas de estimulación y tratamiento, se determinó 
la liberación de IL-1β, IL-6, TNFα, CCL3, y la prostaglandina E2 (PGE2), mediante la técnica de 
Bio-Plex y ELISA. Como se observa en la Figura 17, la estimulación con LPS indujo un aumento 
significativo en la secreción de estas moléculas (p<0,001), que fue reducido con el tratamiento con 
CBG y VCE-003. El CBG inhibió de manera significativa y dosis-dependiente la liberación de 
IL-1β (p<0,001; Figura 17A), IL-6 (p<0,001; Figura 17B), observando efectos significativos a la 
menor dosis utilizada. Sin embargo, TNFα y CCL3 necesitaron unas dosis de CBG de 25 μM para 
inducir un descenso significativo en estas proteínas (TNFα: p<0,001; CCL3: p<0,01; Figura 17C y 
D, respectivamente). Cabe destacar que se necesitaron concentraciones menores de VCE-003 para 
inducir un descenso  significativo en la producción de TNFα y CCL3. En cuanto a PGE2, tanto el 
CBG como su derivado VCE-003, ejercieron el mismo efecto sobre la liberación de PGE2 (10 μM: 
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p<0,05; 25 μM: p<0,01; Figura 17E). VCE-003 disminuyó de manera más potente que el CBG la 
liberación de los mediadores proinflamatorios estudiados tras el estímulo inflamatorio con LPS.
 Ya que la actividad de iNOS y la liberación de especies reactivas de nitrógeno aumentan 
durante procesos inflamatorios en el SNC (Smith y cols., 1999), pudiendo llegar a inducir muerte 
celular, se realizaron cultivos con la línea celular de microglía de ratón BV-2, se cuantificó el nivel 
de proteína iNOS en las células y se determinó la concentración de nitritos en los sobrenadantes 
como producto final de la actividad de iNOS (Figura 18). El estímulo inflamatorio inducido con 
LPS (50 ng/ml) e IFNγ (100 U/ml) indujo un aumento significativo de la proteína iNOS (p<0,001). 
El compuesto VCE-003 no indujo per se un aumento significativo de los niveles proteicos de iNOS 
en situación basal, y el pretratamiento con VCE-003 (1 μM) 15 minutos antes del estímulo infla-
matorio redujo significativamente a niveles del control la cantidad de iNOS a las 24 horas (p<0,01; 
Figura 18). Ya que, como se ha comentado en el apartado de Introducción, el compuesto VCE-003 
Figura 17. Efecto del CBG y VCE-003 en la secreción de mediadores proinflamatorios por células 
microgliales. Cultivos primarios de microglía de rata se incubaron con LPS durante 18 horas, en la presen-
cia de las concentraciones indicadas de CBG o VCE-003. Los sobrenadantes fueron recogidos y se anali-
zaron mediante un ensayo de Bio-Plex para detectar IL-1β (A), IL-6 (B), TNFα (C), CCL3 (D). El análisis 
de PGE2 se realizó mediante la técnica de ELISA (E). Los datos se representan como la media ± DEM 
(desviación estándar de la media) de tres experimentos independientes. Para el análisis estadístico se usó el 
test t-Student ***p<0,001 vs CTL; #p<0,05 ##p<0,01 ###p<0,001 vs LPS. 
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posee afinidad por los receptores CB2 y PPARγ (Granja y cols., 2012), se administraron 10 minutos 
antes que el VCE-003 los antagonistas AM630 (1 μM) para el receptor CB2 y GW9662 (0,1 μM) 
para el receptor PPARγ. Ambos antagonistas revirtieron significativamente el efecto ejercido por el 
compuesto VCE-003 (AM630: p<0,05; GW9662: p<0,01) (Figura 18B), sugiriendo la participación 
de estos receptores en el efecto del compuesto VCE-003.
 Seguidamente, se determinó la concentración de nitritos (NaNO2) en los sobrenadantes de 
cultivos de células BV-2. El tratamiento con 1 μM y 10 μM de VCE-003 no aumentó los niveles 
de nitritos per se (Figura 18C). El estímulo inflamatorio con LPS (50 ng/ml) e IFNγ (100 U/ml) 
produjo un aumento en la concentración de nitritos en los sobrenadantes (p<0,001 respecto al con-
trol), en consonancia con la inducción de proteína iNOS observada anteriormente. Estos niveles 
se redujeron significativamente con VCE-003 (1 μM: p<0,05) a las 24 horas (Figura 18C). 
Figura 18. VCE-003 bloquea el incremento de iNOS inducido por un estímulo inflamatorio y disminuye 
la concentración de nitritos en el sobrenadante de células BV-2 a las 24 horas. Las células BV-2 fueron 
estimuladas con LPS e IFNγ, y pretratadas 15 minutos antes con VCE-003 (1 μM). Los antagonistas de los re-
ceptores CB2 y PPARγ (AM630, 1 μM; GW9662 0,1 μM, respectivamente) se administraron 10 minutos antes del 
tratamiento con VCE-003. Se utilizaron las  proteínas procedentes de lisados de las células para su análisis me-
diante la técnica de Western blot. Los datos se presentan como el nivel relativo de proteínas, el cual se consiguió 
normalizando la señal de iNOS obtenida mediante densitometría con la señal de tubulina (A y B). El estímulo 
inflamatorio LPS-IFNγ indujo un aumento significativo de la concentración de nitritos en los sobrenadantes (C), 
y VCE-003 redujo estos niveles de manera significativa. Los resultados se muestran como la media ± SEM de tres 
experimentos independientes realizados por triplicado. Para el análisis estadístico se usó el test no paramétrico 
de Kruskal-Wallis. ***p<0,001 vs Vehículo; #p<0,05 ##p<0,01 ###p<0,001 vs LPS-IFNγ; +p<0,05 ++p<0,01 vs 
LPS-IFNγ + VCE-003.
100
Francisco Javier Carrillo Salinas | Estudio de la eficacia terapéutica de nuevos derivados de cannabigerol y cannabidiol en esclerosis múltiple
1.2. Estudio in vitro del perfil neuroprotector del CBG y de su derivado VCE-003
 Como se ha mencionado en la Introducción, se ha descrito que los cannabinoides pueden 
ejercer un efecto neuroprotector en diferentes patologías. En consecuencia, se evaluó el papel 
neuroprotector del CBG y VCE-003 in vitro. Para ello, se realizaron cultivos primarios de neuronas 
de corteza cerebral de ratón, que fueron expuestos al ionóforo de calcio A23187 (0,5 μM) como 
control positivo (100%) de la muerte neuronal, medida por liberación de LDH al medio tras 24 
horas de cultivo. Cuando las neuronas fueron pretratadas durante 15 minutos con diferentes con-
centraciones de CGB o VCE-003 (0,1 μM, 1 μM y 10 μM), la muerte neuronal disminuyó signi-
ficativamente a niveles del 50% (p<0,001), sugiriendo que el CBG y VCE-003 ejercían un efecto 
neuroprotector en neuronas (Figura 19A).
 Asimismo, se realizaron cultivos de la línea neuronal murina HT22 para corroborar dicho 
efecto neuroprotector. Las células fueron estimuladas con glutamato (15 mM), y pretratadas 15 
minutos con concentraciones crecientes de CBG o VCE-003 (0,1 μM, 1 μM y 10 μM). A las 24 
horas, se determinó la supervivencia celular mediante un ensayo de MTT, y se observó un efecto 
neuroprotector significativo ejercido por CBG y VCE-003 a las concentraciones de 1 μM y 10 μM 
(p<0,001).
Figura 19. El pretratamiento con CBG o VCE-003 reduce significativamente la muerte neuronal 
inducida por el ionóforo de calcio A23187 (A) o glutamato (B) a las 24 horas. La muerte celular del 
cultivo primario de neuronas se determinó por liberación de LDH y se calculó como un porcentaje, toman-
do como 100% la muerte neuronal inducida por A23187 (A). La supervivencia celular en la línea establecida 
HT22 se determinó por MTT y se calculó relativizando como 100% la supervivencia basal del cultivo (B). Se 
realizaron 3 experimentos independientes por triplicado. Para determinar la significancia estadística, se utili-
zó el test paramétrico t-Student. (A)##p<0,01 ###p<0,001 vs A23187; (B) ***p<0,001 vs CTL (-), ###p<0,001 
vs Glutamato.
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1.3. Activación in vitro de la vía antioxidante de Nrf2 tras el tratamiento con el compuesto 
VCE-003.
 La vía de Nrf2 (del inglés Nuclear erythroid 2-related factor) es el principal contribuyente en 
la respuesta antioxidante en respuesta a estrés oxidativo (Fujita y cols., 2012). Para investigar si en 
el efecto neuroprotector podían incidir las propiedades antioxidantes que poseen algunos fito-
cannabinoides, se estudió  el efecto de la activación de la vía del factor Nrf2 en un experimento 
colaborativo con el grupo de inmunología de la Universidad de Córdoba, encabezado por el Prof. 
Eduardo Muñoz. Se transfectaron diferentes líneas celulares con el plásmido ARE-Luciferasa, y se 
trataron las células con CBG y VCE-003 (10 μM) durante 6 horas. Tras el tratamiento con CBG, 
la actividad luciferasa asociada a la transcripción del gen Nrf2 sólo se duplicó en la línea celular 
de neuroblastoma N2A (p<0,01; Figura 20). Sin embargo, el tratamiento con el compuesto VCE-
003 activó esta señal en todas las líneas celulares de manera mucho más contundente, duplicando 
la señal luciferasa en las líneas PC-12 (neuronal, p<0,001) y MO3.13 (oligodendroglial, p<0,001); 
triplicando la señal en las líneas C6.9 (glioma, p<0,01), HEK293 (riñón, p<0,001) y SK-N-SH (neu-
roblastoma, p<0,001); y alcanzando una transcripción ocho veces superior al grupo control en la 
línea de neuroblastoma N2A (p<0,001).
Figura 20. El tratamiento con VCE-003 induce la expresión de Nrf2 en diferentes líneas celulares. 
Las células se transfectaron con el plásmido ARE-Luc asociado al gen Nrf2, fueron estimuladas con CBG 
o VCE-003 (10 μM) durante 6 horas, tras lo cual se determinó la actividad luciferasa. Los resultados se re-
lativizaron a la señal de las células sin tratamiento, y los datos se presentan como la media ± SEM, de tres 
experimentos independientes por triplicado. Para el análisis estadístico se aplicó el test paramétrico de la 
t-Student. **p<0,01 ***p<0,001 vs CTL.
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1.4. Efecto del compuesto VCE-003 sobre células endoteliales in vitro
 Como se ha comentado anteriormente, la entrada de células inmunes al parénquima ner-
vioso en situaciones de neuroinflamación está facilitada por un aumento de los niveles de molécu-
las de adhesión y factores quimiotácticos. Con el fin de conocer si el compuesto VCE-003 podría 
afectar a los niveles de moléculas de adhesión, se utilizó como aproximación cultivos de células en-
doteliales de ratón de la línea celular bEnd5, para la valoración de la molécula de adhesión VCAM-
1, principalmente implicada en la adhesión a la BHE para la posterior extravasación de linfocitos al 
parénquima nervioso. En primer lugar, se realizaron las inmunocitoquímicas de dichos cultivos con 
dos marcajes, la proteína de uniones estrechas zonula occludens 1 (ZO-1) y VCAM-1, para investigar 
si ante un estímulo inflamatorio se alteraban los niveles a las 24 horas. Se observó un aumento en 
el marcaje de VCAM-1 de las células endoteliales cerebrales estimuladas con IL-1β (10 ng/ml) y 
TNFα (10 ng/ml), que se redujo al pretratar las células durante 15 minutos con VCE-003 (10 μM) 
(Figura 21A).
 A continuación, se procedió a realizar una curva dosis-respuesta del compuesto VCE-003 
para determinar los niveles de la porción soluble de VCAM-1 (sVCAM-1) liberada al sobrenadante 
a las 24 horas, mediante ELISA. Como se observa en la Figura 21B, el tratamiento con VCE-003 
(0,1 μM, 1 μM y 10 μM) no indujo per se  liberación de sVCAM-1. Tras la estimulación con IL-1β 
(10 ng/ml) y TNFα (10 ng/ml), se observó un aumento significativo en los niveles de sVCAM-1 
en los sobrenadantes (p<0,001), y el pretratamiento con VCE-003 redujo de manera dosis-de-
pendiente la liberación de sVCAM-1 (10 μM: p<0,001) (Figura 21B). Dadas las características de 
VCE-003 como agonista de los receptores CB2 y PPARγ, se investigó si la reducción de los niveles 
de VCAM-1 era mediado por dichos receptores. Para ello, se utilizaron los antagonistas AM630 (1 
μM, para el receptor CB2) y GW9662 (0,1 μM, para el receptor PPARγ). Los resultados mostraron 
un bloqueo significativo del efecto de VCE-003 sobre la liberación de VCAM-1 en los sobrena-
dantes, tanto con los antagonistas por separado (AM630: p<0,001; GW9662: p<0,01) como en 
conjunto (p<0,01; Figura 21C).
 La activación de NFκB juega un papel importante en la regulación de la inflamación en di-
ferentes enfermedades humanas y modelos animales. Concretamente, la activación de NFκB en cé-
lulas endoteliales induce la sobreexpresión de moléculas de adhesión y citoquinas, lo que lleva a un 
mayor reclutamiento de neutrófilos, macrófagos y linfocitos a los ambientes inflamatorios (Ghosh 
y Hayden, 2008). Debido a que NFκB posee un sitio de unión en el promotor del gen VCAM-
1 (Lim y cols., 2012), se decidió analizar el nivel de fosforilación del inhibidor del factor nuclear 
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B α (IκBα, del inglés nuclear factor of  kappa 
light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor-alpha), una kinasa cuya fosforilación está implicada en la 
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Figura 21. VCE-003 disminuye de manera dosis-dependiente la expresión de VCAM-1 inducida por 
un estímulo inflamatorio, y su efecto está mediado por los receptores CB2 y PPARγ. (A) El marcaje 
de VCAM-1 aumentó tras la estimulación con IL-1β (10 ng/ml) + TNFα (10 ng/ml), y el pretratamiento 
con VCE-003 (10 μM) redujo a niveles basales a las 24 horas. Barra de escala: ZO-1, 25 μm; VCAM-1, 
100 μm. (B, C) Determinación por la técnica de ELISA de la concentración de sVCAM1 en sobrenadante 
de cultivos de células endoteliales cerebrales bEnd5 a las 24 horas. La concentración de sVCAM-1 en los 
sobrenadantes se redujo de manera dosis-dependiente con el pretratamiento con VCE-003 (B). El bloqueo 
con antagonistas de los receptores CB2 (AM630, 1 μM) y PPARγ (GW9662, 0,1 μM) revirtió los efectos 
del compuesto VCE-003, incrementando la concentración de sVCAM-1 en los sobrenadantes. Los datos se 
representan como la media ± SEM de tres experimentos independientes por triplicado. Para el análisis esta-
dístico se usó el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. ***p<0,001 vs CTL; ###p<0,001 vs IL-1β + TNFα; 
$$p<0,01 $$$p<0,001 vs IL-1β + TNFα + VCE-003. 
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Figura 22. Curso temporal de la fosforilación de IκBα después de un estímulo inflamatorio y con el 
tratamiento con VCE-003. Células endoteliales bEnd5 fueron estimuladas con TNFα (10 ng/ml) e IL-1β (10 
ng/ml), o bien tratadas con VCE-003 (10 μM). Se realizaron lisados celulares a  diferentes tiempos: 5, 15, 30 y 
60 minutos. La señal de ℗IκBα obtenida mediante Western blot (A) y analizada por densitometría (B) se relati-
vizó a la señal de IκBα total. Cinco minutos después de estimular a las células con TNFα + IL-1β se apreció una 
tendencia en la fosforilación de IκBα, que fue reducido por el tratamiento con VCE-003 (p=0,07). Los datos se 
muestran como la media ± SEM, de tres experimentos independientes realizados por duplicado.  La significancia 
estadística se obtuvo con el test paramétrico t-Student. (C) Imágenes de la inmunocitoquímica para p65, de un 
cultivo de células bEnd5 estimuladas con TNFα (10 ng/ml) y tratadas con VCE-003 (10 μM). En ellas aprecia-
mos que VCE-003  evita la translocación al núcleo de p65 a los 5 minutos, y que dicha translocación va teniendo 
lugar progresivamente a tiempos posteriores (D). El compuesto VCE-003 no influyó en la translocación de p65 
al núcleo en células sin estimular (D).
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cascada de señalización que finaliza con la translocación de la subunidad p65 al núcleo y la activa-
ción de NFκB. Para ello, se realizaron cultivos con la línea celular bEnd5, que fueron estimulados 
con IL-1β (10 ng/ml) y TNFα (10 ng/ml) para inducir la producción de VCAM-1, en ausencia de 
VCE-003 y tratando las células con VCE-003 (10 μM). Los niveles de proteínas de lisados celulares 
se analizaron por Western blot. El nivel de fosforilación se estudió a diferentes tiempos: 5, 15, 30 y 
60 minutos, y la señal de ℗IκBα se normalizó con la señal de IκBα. Como se muestra en la Figura 
22A y 22B, el estímulo con IL-1β y TNFα produjo un pico de fosforilación de IκBα a los 5 minutos, 
y el tratamiento con VCE-003 indujo una tendencia a reducir esta fosforilación (p=0,07). 
 En esta línea, se observó mediante inmunocitoquímica que el estímulo inflamatorio indu-
cido por TNFα producía a los 5 minutos una translocación total de p65 al núcleo celular, y que el 
tratamiento con VCE-003 retrasaba dicha translocación (Figura 22C y D).
1.5. Efecto del CBG y VCE-003 sobre la maduración de oligodendrocitos in vitro
 En patologías como la EM, se ha descrito un proceso de remielinización espontáneo lle-
vado a cabo por los  OPCs, y por tanto la diferenciación de éstos hacia oligodendrocitos maduros 
puede contribuir a promover una remielinización funcional y la recuperación de las deficiencias 
neurológicas (Franklin y Ffrench-Constant, 2008). Trabajos previos han demostrado que agonis-
tas de receptores cannabinoides, como el endocannabinoide 2-AG, inducían la diferenciación de 
OPCs in vitro a oligodendrocitos maduros (Gómez y cols., 2010; 2011).
Figura 23. El tratamiento con CBG o VCE-003 no induce un proceso de diferenciación de OPCs a 
oligodendrocitos maduros. Cultivos de OPCs de rata fueron trataron con CBG (1 μM) o VCE-003 (1 μM) 
durante 5 días, y se analizaron dos marcadores de oligodendrocitos maduros, MBP y MAG, por Western 
blot. Los datos se relativizaron a la señal de tubulina, y se muestran como la media ± DEM. Se realizaron 
tres experimentos independientes por cuadruplicado. 
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 Así, valoramos si el CBG y su derivado quinona, VCE-003, eran capaces de favorecer dicha 
diferenciación. Para ello, se realizaron cultivos primarios de OPCs de rata, en presencia de CBG 
(1 μM) o de VCE-003 (1 μM) durante 5 días, y se observó si los tratamientos modificaban los ni-
veles de dos marcadores de oligodendrocitos maduros, la proteína básica de mielina (MBP), y de 
la glicoproteína asociada a mielina (MAG), mediante la técnica de Western blot. Ninguno de los 
dos compuestos a la dosis utilizada indujo cambios significativos de dichos marcadores respecto al 
control, por lo que se consideró que no influían en la maduración de los OPCs (Figura 23). 
 Los resultados obtenidos en los diferentes experimentos in vitro sugieren que el compuesto 
derivado de CBG, VCE-003, ejerce un efecto neuroprotector y antioxidante, reduciendo la muerte 
neuronal e induciendo la expresión de la vía Nrf2. Asimismo, VCE-003 induce un efecto antiinfla-
matorio, reduciendo la liberación de citoquinas proinflamatorias y la expresión de iNOS, y es capaz 
de disminuir los niveles de la molécula de adhesión VCAM-1 en un ambiente inflamatorio.
1.6. Papel antiinflamatorio y neuroprotector del compuesto VCE-003 en el modelo de EM 
de etiología viral, TMEV-IDD
 Tras la valoración del efecto antiinflamatorio, neuroprotector y antioxidante del compuesto 
VCE-003 en cultivos celulares in vitro, el siguiente objetivo de este estudio consistió en la valoración 
del efecto antiinflamatorio y neuroprotector de VCE-003 in vivo, en la fase crónica de los modelos 
de EM de uso más extendido, el modelo de etiología viral, TMEV-IDD; y el modelo de etiología 
autoinmune, EAE.  
 En primer lugar, se utilizó el modelo TMEV-IDD como modelo de EM-PP, mediante la 
inoculación intracerebral del virus de Theiler en ratones hembra de la cepa susceptible SJL/J, para 
estudiar la dosis más efectiva de compuesto VCE-003. A los 79 dpi fueron evidentes las deficien-
cias motoras de los ratones, momento en el que se comenzó el ratamiento con el compuesto VCE-
003, que fue administrado diariamente por vía intraperitoneal durante 14 días, hasta la finalización 
del experimento (93 dpi). Antes del sacrificio de los animales, se procedió a realizar la prueba de 
movilidad en el actímetro.
 Se inyectó vehículo a los animales infectados del grupo TMEV+VEH, y a los demás ani-
males las dosis de 1 mg/kg, 5 mg/kg o 10 mg/kg de VCE-003, dependiendo del grupo de trata-
miento. Como se observa en la Figura 24, respecto a la actividad horizontal medida en el actímetro, 
que refleja la actividad espontánea de los animales, los animales infectados tratados con vehículo 
mostraron una reducción significativa en el movimiento horizontal (p<0,01) respecto al grupo 
Sham. La dosis de VCE-003 de 1 mg/kg no resultó efectiva y no modificó las alteraciones moto-
ras mostradas en animales infectados. La dosis de 5 mg/kg mostró mejoras no significativas, y los 
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Figura 24. VCE-003 revierte parcialmente las alteraciones en la función motora de los ratones 
TMEV-IDD a diferentes dosis, tratados en fase terapéutica. Actividad horizontal (A) y vertical (B) de 
los animales medida con la prueba del actímetro. Como se puede observar, la dosis más efectiva con signi-
ficancia estadística de VCE-003 fue la de 10 mg/kg, aunque la dosis de 5 mg/kg mejoró de manera parcial 
pero significativa los síntomas motores asociados al movimiento vertical de los ratones. (C) Valoración 
neuropatológica de los animales, otorgándoles una puntuación clínica según su sintomatología. Mediante la 
evaluación de este parámetro, se observó que tanto la dosis de 5 como la de 10 mg/kg fueron efectivas en 
la reducción de los síntomas motores que presentaron los animales tratados con vehículo.  Los resultados 
se presentan como la media ± SEM. El tamaño muestral fue el siguiente: SHAM, n=6; TMEV+VEH, n=4; 
TMEV+VCE-003 1 mg/kg y 10 mg/kg, n=5; TMEV+VCE-003 5 mg/kg, n=4. La significancia estadística 
se determinó con el test no paramétrico de la U-Mann Whitney. *p<0,05 **p<0,01 vs SHAM; #p<0,05 vs 
ratones que recibieron la dosis de 10 mg/kg manifestaron una mejoría significativa en su actividad 
horizontal (p<0,05), respecto a los animales tratados con vehículo (Figura 24A). 
 En relación a la actividad vertical, la más afectada en el modelo TMEV-IDD, ya que implica 
a las patas posteriores, los animales infectados que recibieron vehículo revelaron una bajada muy 
significativa en el movimiento vertical (p<0,01), prácticamente ausente, respecto al grupo Sham. La 
dosis de VCE-003 de 1 mg/kg resultó inefectiva en la actividad vertical, mientras que las dosis de 
5 y 10 mg/kg mejoraron significativamente dicha respuesta (p<0,05; Figura 24B).
 También se determinó el estado neurológico de los ratones al final del experimento, otor-
gándoles una puntuación clínica que se detalla en el apartado 1.1.2.2 de Métodos experimenta-
les y material (Figura 24C). Los animales Sham (inoculados intracerebralmente con vehículo) no 
mostraron sintomatología alguna. Los animales infectados con el virus de Theiler y tratados con 
vehículo obtuvieron una puntuación clínica elevada (3,5 de media), lo que significa que todos los 
animales mostraron parálisis parcial o total en las extremidades posteriores al finalizar el experi-
mento (día 93 pi). Los animales del grupo TMEV tratados con la dosis de 1 mg/kg de VCE-003 no 
tuvieron mejora en su sintomatología, con una puntuación similar a los animales TMEV tratados 
con vehículo. Las dosis de 5 mg/kg y 10 mg/kg mostraron una puntuación clínica media más baja 
(próxima a 2; p<0,01), lo que indica que la mayoría de los animales presentaron una ligera dificultad 
en los movimientos de las extremidades posteriores, pero no mostraron signos de parálisis de las 
extremidades traseras. 
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1.7. VCE-003 reduce la actividad microglial y la expresión de moléculas de adhesión en el 
modelo de TMEV-IDD
 El análisis histopatológico se realizó con el tejido de animales que recibieron la dosis de 5 
mg/kg de VCE-003, por ser la menor dosis que resultó efectiva (Figura 24C).
 La células microgliales juegan un papel importante en TMEV-IDD, siendo productoras 
de quimioquinas, citoquinas proinflamatorias, ROS y especies reactivas de nitrógeno (Kim y cols., 
2005). Por ello, se investigó el efecto del compuesto VCE-003 en la actividad microglial en la mé-
dula espinal de animales infectados con TMEV mediante la expresión del marcador de microglía 
Iba1. El análisis inmunohistoquímico mostró que la infección con el virus de Theiler conlleva un 
aumento en la intensidad de fluorescencia de las células Iba1+ en la médula espinal a nivel torácico-
lumbar, sugiriendo un estado de activación en dichas células (p<0,001; Figura 25B). Dicha reacti-
vidad microglial se redujo significativamente con el tratamiento con VCE-003 (p<0,001), a niveles 
próximos a los cuantificados en el grupo Sham. 
 Además, en el modelo de TMEV-IDD se ha descrito que las moléculas de adhesión, y en 
concreto VCAM-1, están inducidas en el modelo favoreciendo la activación y reclutamiento de 
Figura 25. El tratamiento con VCE-003 reduce significativamente la reactividad microglial y la 
expresión de la molécula de adhesión VCAM-1 en animales TMEV-IDD. Imágenes representativas 
de secciones transversales de médula espinal en las que se han realizado la tinción de inmunofluorescencia 
con anti-Iba1 (A), y la inmunohistoquímica con anti-VCAM-1 (C). Las cuantificaciones (B, D) se muestran 
como la media ± SEM, y se determinó la significancia mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. 
***p<0,001 vs SHAM; ###p<0,001 vs TMEV+VEH. Barra de escala: 100 μm (A), 600 μm y 150 μm (C).
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los linfocitos (Mestre y cols., 2009). Precisamente, el bloqueo mediante anticuerpos monoclonales 
de moléculas de adhesión está relacionado con una mejora de los síntomas en este modelo de EM 
(Inoue y cols., 1997). Por ello, se analizó si el tratamiento con VCE-003 podría afectar a la expre-
sión de la molécula de adhesión VCAM-1 en médula espinal. Como se observa en la Figura 25C, 
la infección con el virus de Theiler indujo significativamente la expresión de VCAM-1 (p<0,001), y 
esta expresión se inhibió de manera significativa en los animales infectados tratados con VCE-003 
(p<0,001; Figura 25C). 
 Conjuntamente, estos resultados indican que el tratamiento con VCE-003 induce una re-
ducción en la reactividad microglial en la médula espinal de ratones infectados con el virus de 
Theiler, así como una disminución en la expresión de VCAM-1 (corroborando lo observado en los 
experimentos in vitro).
1.8. VCE-003 atenúa la severidad clínica del modelo de etiología autoinmune de EM, EAE
 Una vez observado el efecto antiinflamatorio del tratamiento con VCE-003 en el modelo 
TMEV-IDD, se realizaron experimentos para ver si se replicaba el potencial terapéutico en el mo-
delo de autoinmunidad de EM, EAE, iniciando el tratamiento cuando comenzaron los primeros 
síntomas clínicos (7 dpI). La inmunización subcutánea  con MOG
35-55
 indujo la sintomatología 
clásica asociada a la EAE en todos los animales que recibieron el vehículo, con una evolución de 
la enfermedad ya descrita en estudios anteriores (Gómez-Nicola y cols., 2010). Todos los ratones 
tratados con vehículo desarrollaron unos síntomas severos que alcanzaron su máximo nivel a 17 
dpI (cuatro animales alcanzaron una puntuación clínica de 5, por lo que fueron sacrificados a 18 
dpI). Por el contrario, se atenuó la manifestación clínica de los animales que recibieron diariamente 
inyecciones intraperitoneales de VCE-003 (5 mg/kg) desde el día 7 (Figura 26A). En estos animales 
tratados con VCE-003, la media del inicio de los síntomas se retrasó al día 15 pI (p<0,001 respecto 
al grupo EAE+VEH) y el pico de los síntomas de la enfermedad se dio a los 23 dpI, sin llegar a 
alcanzar una puntuación clínica de 1, y sin mostrar signos de paraparesia o tetraparesia durante el 
curso del experimento (día 7 a día 28). 
 Además, los animales tratados con VCE-003 no exhibieron la reducción de peso observada 
en los animales tratados con vehículo a partir del día 12 pI (Figura 26B), siendo significativa esta 
variación de peso desde el día 18 pI (p<0,001) hasta el final del experimento (28 dpI; p<0,05).
 Dado que el compuesto VCE-003 actúa como agonista del receptor de PPARγ y del recep-
tor CB2 (Granja y cols., 2012), se determinó el tipo de receptor involucrado en los efectos benefi-
ciosos observados con el tratamiento con VCE-003 en el modelo de EAE.  Para ello, se administró 
intraperitonealmente el antagonista selectivo del receptor CB2 AM630 (2 mg/kg), o del receptor 
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PPARγ T0070907 (5 mg/kg), 15 minutos antes de inyectar VCE-003 (5 mg/kg). Los resultados de 
la Figura 26C muestran que el efecto beneficioso del compuesto era bloqueado significativamente 
con el uso del antagonista de CB2 (p<0,01). De hecho, tanto el grupo de animales tratados con 
vehículo como el grupo tratado con VCE-003 y antagonista AM630 alcanzaron el pico máximo de 
la enfermedad a día 17 pI (p<0,001). 
 Por otro lado, los animales tratados con VCE-003 y antagonista de PPARγ mostraron una 
atenuación del efecto de VCE-003 (p<0,01), pero no tan notable como con el uso del antagonista 
de CB2, alcanzando el pico máximo de la enfermedad a los 22 dpI. Estos resultados sugieren que 
están involucrados ambos receptores en la capacidad de mejora de los síntomas tras el uso de VCE-
003. 
Figura 26. El tratamiento con VCE-003 mejora significativamente los síntomas neuropatológicos 
asociados a la EAE, a través de la activación de los receptores CB2 y PPARγ.  (A) VCE-003 condujo 
a una reducción sustancial en la sintomatología inducida por el modelo durante todo el experimento. La dife-
rencia de peso de los animales fue significativa entre el grupo tratado con vehículo y el tratado con VCE-003, 
ya que el que recibió el compuesto mantuvo constante la ganancia de peso, mientras que los animales del 
grupo tratado con vehículo perdieron peso cuando los síntomas motores fueron severos a partir de los 15 
dpi (B). La administración  de los antagonistas del receptor CB2 (AM630) y del receptor PPARγ (T0070907) 
revirtió parcialmente el efecto terapéutico ejercido por el compuesto VCE-003 en el modelo de EAE (C). 
El tamaño muestral fue el siguiente: para los grupos CFA, EAE+VEH, EAE+VCE-003 y EAE+VCE-
003+AM630, n=4; para el grupo EAE+VCE-003+T0070907, n=6. Los datos se muestran como la media 
± DEM, y para determinar la significancia estadística se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. 
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 EAE+VCE-003 vs EAE+VEH; #p<0,05 ##p<0,01 ###p<0,001 EAE+VCE-
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1.9. El tratamiento con VCE-003 disminuye los infiltrados celulares, la reactividad micro-
glial y la expresión de marcadores inflamatorios en médula espinal, en el modelo de EAE
 A continuación se realizaron análisis histopatológicos en médula espinal de los ratones 
EAE. Primero, se estableció una graduación de infiltración celular, detallada en el apartado 1.9.3 de 
Métodos experimentales y material, que fue evaluada en secciones de médula espinal sometidas a la 
tinción de Nissl. Como se observa en la Figura 27A y B, los animales inmunizados con MOG
35-55
 
tratados con VCE-003 mostraron unos niveles menores de infiltrados celulares en comparación 
con los animales inmunizados y tratados con vehículo únicamente. En esta línea, se determinó el 
número de linfocitos T CD4+ en secciones torácico-lumbares de médula espinal mediante inmuno-
histoquímica. El número de linfocitos T CD4+ de los animales inmunizados tratados con vehículo 
(p<0,01 respecto al grupo CFA) se vio reducido significativamente con el tratamiento con VCE-
003 (p<0,05) (Figura 27C y D).
 Los análisis histopatológicos de la médula espinal mostraron que el aumento de la actividad 
microglial observado en los animales tratados con vehículo se reflejaba en una mayor intensidad 
tras la tinción con el marcador de microglía Iba1 (p<0,001), y que estos valores se reducían signi-
ficativamente tras el tratamiento con VCE-003 (p<0,05) (Figura 27E y F). Cabe destacar la mor-
fología activada de las células microgliales en el tejido de los animales TMEV+VEH, con somas 
engrosados y un menor número de ramificaciones que las observadas en los animales Sham. 
 Para estudiar la expresión de ARNm de diferentes citoquinas y marcadores proinflamato-
rios en tejido, se analizó la porción cervical de la médula espinal mediante RT-PCR. Este estudio 
colaborativo se llevó a cabo en la Universidad de Córdoba, y fue realizado por el grupo de Inmuno-
logía del Prof. Eduardo Muñoz. En los animales inmunizados con MOG
35-55
 y tratados con vehícu-
lo, se apreció un aumento significativo en la expresión de ARNm de las citoquinas proinflamatorias 
TNFα (p<0,05), IFNγ (p<0,001) e IL-17 (p<0,01; Figura 28A). Los niveles de ARNm de IL-1β 
mostraron una tendencia al alza, sin llegar a ser significativos. Esta regulación a la alta del ARNm 
disminuyó significativamente con el tratamiento con VCE-003, en el caso de las citoquinas TNFα 
(p<0,05), IFNγ (p<0,001) e IL-17 (p<0,01) (Figura 28A).
 También se observó un aumento significativo en la expresión de ARNm de los marcadores 
proinflamatorios iNOS (p<0,01 respecto al grupo CFA) y de la molécula ICAM-1 en los ratones 
tratados con vehículo, que era revertido significativamente a niveles control en ambos casos con el 
tratamiento con VCE-003: iNOS (p<0,05) e ICAM-1 (p<0,05; Figura 28B). Todos estos resultados 
son  indicativos del perfil antiinflamatorio del compuesto VCE-003.
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Figura 27. El tratamiento con VCE-003 reduce la cantidad de infiltrados celulares (A), disminuye 
significativamente el número de linfocitos T CD4 (C) y  reduce significativamente la activación 
microglial (E) en secciones de médula espinal de animales con EAE. Imágenes representativas de 
secciones de 30 μm, en las que se han realizado la tinción de Nissl (B), inmunohistoquímica con anti-CD4 
(D) e Iba1 (F). El análisis del marcaje de Iba1 se realizó en la sustancia blanca de ambas astas ventrales, de 
al menos 6 secciones de por animal, y los recuentos de infiltrados celulares y linfocitos T CD4 se realizaron 
en toda la sección. Las cuantificaciones se muestran como la media ± SEM. Se determinó la significancia 
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. **p<0,01 vs CFA; #p<0,05 vs TMEV+VEH. Barra 
de escala: 150 μm  y 30 μm. 
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1.10. VCE-003 reduce el daño axonal en animales inmunizados y preserva la estructura de 
la mielina en el modelo de EAE
 Dado el efecto beneficioso en la sintomatología clínica y en los mediadores inflamatorios, 
se investigó el posible efecto neuroprotector del compuesto VCE-003, para lo cual se realizaron 
tinciones de inmunofluorescencia para neurofilamento (Figura 29A y B), en secciones torácico-
lumbares transversales y longitudinales de médula espinal, que mostraron las alteraciones axonales 
en los animales inmunizados y tratados con vehículo, tales como engrosamientos y estrechamien-
tos en los axones, incluso transecciones axonales, ya descritos en pacientes de EM (Dutta y Trapp, 
2011). En los animales tratados con VCE-003, se apreciaron alteraciones menos marcadas que en 
los ratones que recibieron vehículo. Estos resultados se confirman valorando el daño axonal me-
diante una tinción inmunohistoquímica contra el neurofilamento H no fosforilado (SMI32; Figura 
29C). En las secciones longitudinales torácico-lumbares de médula espinal de animales inmuniza-
dos fue evidente la desorganización axonal, con engrosamientos y transecciones, mientras que las 
secciones de los animales tratados con VCE-003 presentaban un aspecto más parecido al grupo de 
control (Figura 29B y C).
 Con respecto a la integridad de las vainas de mielina, se realizó una tinción de LFB que 
exhibió áreas de desmielinización en los animales tratados con vehículo, mientras que las secciones 
de médula espinal de los ratones tratados con VCE-003 presentaban una preservación de la mielina 
(Figura 30A). Este hecho se observó también con la tinción de inmunofluorescencia del marcador 
de mielina no compacta RIP, en la que se evidenciaba una desestructuración de la mielina que rodea 
los axones en animales tratados con vehículo, y una preservación de la mielina en los tratados con 
VCE-003  (Figura 30B).
Figura 28. VCE-003 reduce significativamen-
te la expresión de ARNm de los marcadores 
inflamatorios  TNFα, IFNγ e IL-17 (A), y de 
la molécula de adhesión ICAM-1 e iNOS (B) 
en la médula espinal de animales con EAE. 
La muestra fue de n=4 animales por grupo. Los 
datos se han presentado como la media ± SEM, y 
para obtener la significancia estadística se aplicó la 
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. *p<0,05 
**p<0,01 ***p<0,001 vs CFA; #p<0,05 ##p<0,01 
###p<0,001 vs EAE+VEH.
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Figura 30. El tratamiento con VCE-003 preserva la estructura de la mielina. Imágenes representativas 
de secciones transversales torácico-lumbares de médula espinal de animales con EAE tras la tinción de LFB 
e inmunohistoquímica de RIP, proteína de mielina no compacta (A y B, respectivamente). Las secciones 
obtenidas del grupo que recibió vehículo muestran desmielinización, y el compuesto VCE-003 contribuye 
al mantenimiento de la estructura de la mielina. Barra de escala: 30 μm y 15 μm (A); 150 μm  y 30 μm (B). 
Figura 29. VCE-003 reduce el daño axonal en médula espinal de animales con EAE. Imágenes 
representativas de los cambios en la morfología axonal en secciones transversales (A) y longitudinales (B y 
C) torácico-lumbares de médula espinal de 30 μm de grosor, que muestran por inmunofluorescencia Neu-
rofilamento (A y B) y  por inmunohistoquímica SMI32 (C). Con el tratamiento con VCE-003 se observó en 
la médula espinal una menor desestructuración axonal, menor número de engrosamientos y transecciones 
axonales respecto a los animales tratados con vehículo. Barra de escala: 150 μm  y 30 μm (A), 10 μm (B)  y 
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Figura 31. El compuesto VCE-003 no aumenta la expresión 
de ARNm de Nrf2 en médula espinal de animales con EAE. 
El tamaño muestral por grupo fue de n=4. Los datos se repre-
sentan como la media ± SEM, y para determinar la significancia 
se realizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. *p<0,05 vs 
CFA; #p<0,05 vs EAE+VEH.
 1.11. Activación de la vía antioxidante de Nrf2 tras el tratamiento con el compuesto VCE-
003 en el modelo de EAE
 Como se ha explicado anteriormente, la transcripción de Nrf2 es el primer mecanismo 
de actuación frente al exceso de estrés oxidativo, promoviendo la protección de las estructuras 
celulares. En la actualidad, cada vez cobra mayor relevancia el estrés oxidativo como mecanismo 
patogénico en EM. Para investigar la activación in vivo de la vía de Nrf2, y comparar el resultado 
con lo obtenido en los cultivos in vitro, se cuantificó la cantidad de ARNm de Nrf2 en tejido de 
médula espinal cervical de ratones inmunizados del modelo de EAE, mediante RT-PCR. Como 
observamos en la Figura 31, los animales tratados con vehículo mostraron un aumento en los ni-
veles de ARNm de Nrf2 (p<0,05), seguramente para contrarrestar el estrés oxidativo inducido por 
el modelo. Los niveles de ARNm después del tratamiento con VCE-003 fueron similares a los de 
animales control.
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Figura 32. El tratamiento con VCE-003.2 mejora significativamente la severidad neuropatológica 
de los animales inmunizados en el modelo de EAE (A). La puntuación clínica acumulada (B) se de-
terminó sumando los valores obtenidos por todos los ratones dentro del mismo grupo, y relativizándolos 
a los obtenidos en el grupo EAE+VEH (100%). El tamaño muestral de los grupos fue el siguiente: CFA, 
EAE+VEH y EAE+VCE-003.2, n=6. Los datos se muestran como la media ± DEM, y la significancia es-
tadística se obtuvo aplicando a los datos la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. **p<0,01 ***p<0,001 
EAE+VEH vs CFA; #p<0,05 ##p<0,01 EAE+VCE-003.2 vs EAE+VEH.
 1.12. El compuesto VCE-003.2 atenúa la severidad clínica característica del modelo 
de EAE
En comparativa con los efectos antiinflamatorios y neuroprotectores del compuesto VCE-003, 
continuamos el estudio investigando el potencial terapéutico de un nuevo derivado de VCE-003 
no electrofílico, el compuesto VCE-003.2, en el modelo de EAE. En concreto, este compuesto 
presenta más afinidad por el receptor PPARγ que VCE-003 (Díaz-Alonso y cols., en preparación), 
pero pierde la afinidad que presentaba por el receptor CB2.
 Una vez iniciada la sintomatología a 7 dpI, los animales comenzaron a recibir los diferentes 
tratamientos ese mismo día por vía intraperitoneal: vehículo o VCE-003.2 (10 mg/kg). Los ani-
males inmunizados tratados con vehículo alcanzaron su máximo grado de severidad clínica el día 
17 pI (p<0,001), mostrando signos de paraparesia trasera moderada. Una vez alcanzado este pico, 
los síntomas clínicos se mantuvieron constantes hasta el final del experimento (p<0,001 respecto a 
animales control, Figura 32A). 
 Los animales tratados con VCE-003.2 presentaron durante gran parte del experimento una 
respuesta intragrupo muy variable, pero al finalizar el experimento también mejoraba significativa-
mente las deficiencias neurológicas presentes en los animales tratados con vehículo (p<0,05) (Figu-
ra 32A). En lo que concierne a la puntuación clínica acumulada, se pudo observar una mejora de 
la sintomatología con el tratamiento con VCE-003.2, respecto a los animales inmunizados tratados 
con vehículo (Figura 32B).
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Figura 33. El tratamiento con el compuesto VCE-006 retrasa la progresión de los signos clínicos 
inducidos por el modelo de EAE. El tamaño muestral fue de n=6 animales por grupo. Los datos mos-
trados corresponden a la media ± DEM, y para obtener la significancia estadística se realizó la prueba no 
paramétrica de Kruskal-Wallis. ***p<0,001 EAE+VEH vs CFA; ; ##p<0,01 ###p<0,001 EAE+VCE-003 
vs EAE+VEH; $$p<0,01 $$$p<0,001 EAE+VCE-006 vs EAE+VEH; ++p<0,01 EAE+VCE-006 vs 
EAE+VCE-003.
1.13. VCE-006 no reduce la severidad clínica del modelo de EAE
 A continuación, se investigó la eficacia terapéutica del compuesto VCE-006, un derivado 
del CBG formado por un dímero de dos moléculas de VCE-003. Para ello se utilizó el modelo de 
etiología autoinmune, la EAE, comparándolo con el compuesto VCE-003 (Figura 33).
 Los animales fueron inmunizados como se ha descrito en el apartado 1.1.2 de Métodos 
experimentales y material, y éstos comenzaron a mostrar los primeros síntomas de la enfermedad a 
7 dpI, tras lo cual se procedió al inicio de los tratamientos, todos por vía intraperitoneal. Un grupo 
fue tratado con vehículo, otro grupo recibió el tratamiento con VCE-003 (5 mg/kg), y otro grupo 
recibió VCE-006 (5 mg/kg). Los ratones tratados con vehículo alcanzaron el pico de la enfermedad 
a los 15 dpI, mientras que los ratones tratados con VCE-003 o VCE-006 retrasaron el inicio de la 
sintomatología. Los tratamientos mostraron eficacias similares a lo largo del tiempo hasta el día 24 
pI. Sin embargo, en los últimos días del experimento el compuesto VCE-006 no consiguió reducir 
los síntomas motores de la enfermedad, siendo significativos los cambios respecto al VCE-003 al 
finalizar el experimento (p<0,01; día 28 pI). 
 
 Después de observar el efecto del tratamiento en el modelo de EAE con los derivados 
VCE-003.2 y VCE-006, podemos decir que son efectivos en la reducción de la sintomatología aso-
ciada al modelo, pero sin alcanzar el efecto ejercido por VCE-003.
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2. Estudio del potencial terapéutico de nuevos derivados del 
cannabidiol: aproximación in vitro y con modelos de EM
120
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 Por último, se investigó el efecto terapéutico de un derivado del CBD, el compuesto VCE-
004.8. Para estudiar su potencial neuroprotector, se utilizaron las líneas celulares de neuronas PC-
12 y N2A; y para los experimentos in vivo se usaron los dos modelos de EM que se han venido 
empleando a lo largo de esta tesis doctoral, TMEV-IDD y EAE. Como comparativa, también se 
utilizó DMF, actualmente comercializado para reducir el número de brotes en pacientes de EM. 
2.1. El compuesto VCE-004.8 reduce la muerte neuronal in vitro y disminuye la liberación 
de PGE2 en cultivos primarios de microglía 
 Para estudiar si el compuesto VCE-004.8 poseía actividad neuroprotectora, se utilizó una 
aproximación in vitro con la línea PC-12, derivada de feocromocitoma de médula suprarrenal de 
rata. Tras tratar a las células a diferentes concentraciones del compuesto, 1 μM y 10 μM, se observó 
que a las 24 horas protegía significativamente de la muerte basal de las células en cultivo (p<0,01 
con ambas concentraciones; Figura 34A). En otro experimento independiente, los cultivos se pre-
trataron 15 minutos con las concentraciones de VCE-004.8 anteriormente descritas, añadiéndole 
como estímulo tóxico glutamato (10 mM). A las 24 horas, la muerte celular inducida por glutamato 
fue del 60%. El pretratamiento con las diferentes dosis disminuyó de manera significativa hasta 
en un 80% la muerte celular inducida por glutamato (p<0,001). La muerte celular fue cuantificada 
como la liberación al medio de LDH como medida de muerte celular (Figura 34B), y se relativizó 
a la muerte inducida por glutamato.
 También se utilizó la línea de neuroblastoma de ratón N2A para corroborar este efecto, 
con las mismas dosis y protocolo de tratamiento. El estímulo de glutamato (10 mM) indujo un 40% 
de muerte celular, que era disminuida con el pretratamiento con VCE-004.8 (1 μM: p<0,05; 10 μM: 
p<0,01; Figura 34C).
Figura 34. El compuesto VCE-004.8 es neuroprotector en condiciones basales y de excitotoxicidad in-
ducida por glutamato a las 24 horas. La muerte celular se determinó como la liberación de LDH y se  calculó 
como un porcentaje, tomando como 100% la muerte neuronal basal (A y C), o bien la muerte celular inducida por 
glutamato en ausencia de VCE-004.8 (B), determinada mediante MTT. Los datos representan la media ± SEM, 
de dos experimentos por cuadruplicado (A y B), y tres experimentos independientes por triplicado (C). Para de-
terminar la significancia estadística, se utilizó el test no paramétrico U-Mann Whitney. **p<0,01 ***p<0,001 vs 
CTL; #p<0,05 ##p<0,01 ###p<0,001 vs glutamato.
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 Asimismo, se realizaron cultivos primarios de microglía de rata, y se estudió la liberación 
de PGE2 al sobrenadante tras un estímulo inflamatorio con LPS (10 ng/ml) durante 18 horas, y el 
efecto del pretratamiento con VCE-004.8 (15 minutos antes) sobre dicha liberación (Figura 35). 
VCE-004.8 redujo significativamente de manera dosis-dependiente la liberación de PGE2, determi-
nada por ELISA.
Figura 35. VCE-004.8 reduce significativamente y de manera dosis-
dependiente la liberación de PGE2. El pretratamiento con VCE-004.8 
fue efectivo en reducir los niveles de PGE2 tras inducir el estímulo inflama-
torio con LPS (10 ng/ml) durante 18 horas en sobrenadantes de cultivos 
primarios de microglía. Los resultados se relativizaron al grupo LPS como 
100% de liberación de PGE2. Se realizaron 3 experimentos independientes 
por triplicado. Los datos se analizaron estadísticamente con el test paramé-
trico t-Student. #p<0,05 ###p<0,001 vs LPS.
 
2.2. VCE-004.8 mejora el deterioro neurológico en el modelo de TMEV-IDD
 Se indujo el modelo de TMEV-IDD en los ratones SJL/J, y en el momento en que todos 
los animales mostraron deficiencias motoras (64 dpi), recibieron el tratamiento durante 14 días, 
que dependió del grupo, esto es, con vehículo (por vía intraperitoneal), con VCE-004.8 (10 mg/kg, 
por vía intraperitoneal), o con DMF (15 mg/kg, oralmente mediante una sonda intragástrica). Las 
pruebas motoras se realizaron el último día de experimento (78 dpi). Los parámetros del actímetro 
mostraron una disminución significativa de la actividad motora horizontal y vertical de los animales 
infectados tratados con vehículo respecto a los animales Sham (p<0,05), que era recuperada signi-
ficativamente tanto en los animales tratados con VCE-004.8 (p<0,01), como en los tratados con 
DMF (p<0,01) (Figura 36B). El tratamiento con VCE-004.8 ejerció el mismo efecto respecto a la 
Figura 36. El tratamiento con el compuesto VCE-004.8 (10 mg/kg) mejora la disfunción motora 
observada en los ratones infectados con el virus de Theiler. La prueba del actímetro mostró una 
reducción significativa de la actividad exploratoria horizontal (A) y de la actividad vertical (B) de los ani-
males a los 78 dpi. El tratamiento con VCE-004.8 recuperó la actividad motora de los ratones a niveles 
de animales Sham, al igual que el DMF (15 mg/kg). El tamaño muestral por grupo fue n=6. Los datos se 
muestran como la media ± SEM, y la significancia estadística se obtuvo aplicando a los datos la prueba 
no paramétrica de Kruskal-Wallis. *p<0,05 **p<0,01 vs SHAM; #p<0,05 ##p<0,01 vs TMEV+VEH.
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Figura 37. El compuesto VCE-004.8 reduce significativamente los niveles de infiltración celular 
y reactividad microglial en animales TMEV-IDD. Imágenes representativas del tejido de 30 μm de 
grosor, en el que se han realizado la tinción con H-E (A), inmunofluorescencia con anti-Iba1 (C) e inmu-
nohistoquímica con anti-CD4 (E). El tratamiento con VCE-004.8 redujo significativamente el número de 
linfocitos T CD4 (F), marcó una tendencia a la baja en el número de infiltrados celulares (B), y provocó 
un descenso significativo de la reactividad microglial (D). Las cuantificaciones se muestran como la media 
± SEM, y se determinó la significancia mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. ***p<0,001 
vs SHAM; ###p<0,001 vs TMEV+VEH. Barra de escala: 150 μm (A), 100 μm (C y E).
actividad vertical (p<0,05), es decir, las medidas fueron similares a los animales Sham. De esta ma-
nera, el compuesto VCE-004.8 mostró una eficacia similar al DMF, aunque la vía de administración 
fuera diferente.
 Posteriormente, se procedió con el análisis del tejido. El estudio histopatológico de la acti-
vidad microglial en las secciones de médula espinal a nivel torácico-lumbar (Figura 37C) mostró un 
aumento del marcaje Iba1 en animales infectados tratados con vehículo (p<0,001), que se reducía 
significativamente con el tratamiento con el compuesto VCE-004.8 (p<0,001, Figura 37D). Asi-
mismo, se observó un aumento del número de infiltrados celulares en el parénquima nervioso en 
los animales infectados tratados con vehículo (p<0,001), así como de linfocitos T CD4 (p<0,001). 
En ambos casos, el tratamiento con VCE-004.8 disminuyó los infiltrados celulares en parénquima, 
siendo significativa la reducción del número de linfocitos T CD4 (p<0,001; Figura 37B y F).
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Figura 38. El tratamiento con VCE-004.8 revierte la desmielinización observada en la médula 
espinal de animales infectados con el virus de Theiler. Imágenes de la tinción con el kit CryoMyelin, 
en las que se aprecian áreas desmielinizadas (flechas). Barra de escala: 150 μm.
 Para analizar si existían cambios en la cuantificación del daño axonal de los animales in-
fectados tratados con vehículo, se recurrió a la tinción de los axones marcando con un anticuer-
po contra neurofilamento H (Figura 39A). Se observó que los animales infectados con TMEV 
mostraban en la médula espinal una pérdida de la organización de los axones, que sin embargo se 
preservaba en la médula espinal de los ratones sometidos al tratamiento con VCE-004.8 (p<0,001; 
Figura 39B).
Figura 39. VCE-004.8 previene significativamente la pérdida axonal en animales TMEV-IDD. 
(A) Imágenes representativas de cortes transversales de médula espinal torácico-lumbar de 30 μm de gro-
sor, en los que se ha realizado la tinción de inmunofluorescencia con anti-neurofilamento H. Se analizó 
el marcaje en sustancia blanca de astas ventrales de médula espinal torácica-lumbar, de al menos 5 sec-
ciones por animal. Los datos de la cuantificación (B) se muestran como la media ± SEM, y se determinó 
la significancia mediante la prueba no paramétrica de U-Mann Whitney. ***p<0,001 vs TMEV+VEH; 
###p<0,001 vs EAE+VEH. Barra de escala: 100 μm.
 En relación a la desmielinización, la tinción de CryoMyelin descubrió áreas de desmielini-
zación en las astas ventrales de las secciones de médula espinal de animales tratados con vehículo, 
características de este modelo, que estaban disminuidas en las secciones de animales tratados con 
VCE-004.8 (Figura 38). 
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2.3. VCE-004.8 reduce el deterioro neurológico en el modelo de EAE
 Para investigar si el efecto beneficioso del compuesto VCE-004.8 en el modelo de EM de 
etiología viral se reproducía en el modelo de etiología autoinmune, se realizó el experimento con 
el modelo de EAE. Se inmunizó a los animales con MOG
35-55
, y tras la aparición de los primeros 
síntomas motores a día 7 pI (Figura 40), los animales empezaron a recibir el tratamiento correspon-
diente, ya fuera vehículo (mediante inyección intraperitoneal), VCE-004.8 (10 mg/kg, también por 
vía intraperitoneal), o bien DMF (15 mg/kg, de forma oral por vía intragástrica), durante 21 días 
consecutivos. Los animales fueron pesados periódicamente y se les asignó una puntuación clínica 
según su grado de discapacidad neurológica. 
Figura 40. VCE-004.8 mejora significativamente los signos clínicos característicos del modelo 
de EAE (A). La puntuación clínica acumulada (B) se determinó sumando los valores obtenidos por 
todos los ratones dentro del mismo grupo, y relativizándolos a los obtenidos en el grupo EAE+VEH 
(100%). El tamaño muestral de los grupos fue el siguiente: CFA, EAE+VEH y EAE+VCE-004.8, n=6; 
EAE+DMF, n=5. Los datos se muestran como la media ± DEM, y la significancia estadística se obtuvo 
aplicando a los datos la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. **p<0,01 ***p<0,001 EAE+VEH vs 
CFA; #p<0,05 ##p<0,01 EAE+VCE-004.8 vs EAE+VEH; $p<0,05 $$p<0,01 EAE+DMF vs EAE+VEH.
 Los ratones que recibieron vehículo alcanzaron su máximo grado de severidad a los 17 dpI 
(p<0,001; Figura 40A). Alguno de los ratones llegó a mostrar signos de paraparesia leve (puntua-
ción clínica levemente superior a 2,5). En el caso de los animales inmunizados tratados con VCE-
004.8, mostraron una sintomatología leve de manera estable a lo largo del experimento, paresia 
parcial de la cola (p<0,05 el último día de experimento). Los ratones inmunizados tratados con 
DMF no mostraron un empeoramiento en su sintomatología respecto a los tratados con vehículo 
(p<0,01 a la conclusión del experimento), de manera análoga a la sintomatología observada tras el 
tratamiento con VCE-004.8 (Figura 40A). La mejora en la sintomatología después de la administra-
ción de VCE-004.8 o DMF se hace incluso más evidente si observamos la gráfica de la puntuación 
clínica acumulada (Figura 40B). 
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 El estudio histopatológico del tejido reveló que el aumento significativo en la actividad mi-
croglial en secciones de médula espinal de animales inmunizados tratados con vehículo (p<0,001), 
era revertido significativamente en animales tratados con VCE-004.8 (p<0,05; Figura 41D). El in-
cremento de infiltrados celulares en parénquima en las secciones de animales inmunizados tratados 
con vehículo (p<0,001; Figura 41B), así como de linfocitos T CD4 (p<0,001; Figura 41F), se vio 
reducido drásticamente en los animales inmunizados tratados con VCE-004.8, tanto en infiltrados 
celulares (p<0,05) como en linfocitos T CD4 (p<0,001, Figura 41B y F). 
Figura 41. VCE-004.8 reduce significativamente los niveles de infiltración celular y reacti-
vidad microglial en animales EAE. Imágenes representativas de cortes transversales de médula 
espinal torácico-lumbar de 30 μm de grosor, en los que se han realizado la tinción con H-E (A), 
inmunofluorescencia con anti-Iba1 (C) e inmunohistoquímica con anti-CD4 (E). El tratamiento con 
VCE-004.8 redujo significativamente el número de infiltrados celulares (B, flechas) y de linfocitos T 
CD4 (F), e indujo un descenso significativo de la reactividad microglial (D). Las cuantificaciones se 
muestran como la media ± SEM, y se determinó la significancia mediante la prueba no paramétrica 
de Kruskal-Wallis. ***p<0,001 vs CFA; #p<0,05 ###p<0,001 vs EAE+VEH. Barra de escala: 150 μm 
(A), 100 μm (C y E).
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 En los análisis histopatológicos sobre el grado de desmielinización, las áreas desmielini-
zadas observadas en los animales que recibieron vehículo (Figura 42) se redujeron levemente en 
los animales tratados con VCE-004.8. En lo que concierne a la degeneración axonal, las imágenes 
representativas de la inmunohistoquímica contra neurofilamento H mostraron un daño axonal 
prominente en la sustancia blanca de la médula espinal de los ratones que recibieron vehículo, 
mientras que los animales tratados con VCE-004.8 revelaron una mejor estructuración de los pa-
quetes axonales y una mayor señal en el marcaje de neurofilamento H (p<0,001; Figura 43B).
Figura 43. El compuesto VCE-004.8 reduce significativamente la pérdida axonal en animales 
con EAE. (A) Imágenes representativas de cortes transversales de médula espinal torácico-lumbar de 
30 μm de grosor, en los que se ha realizado la tinción de inmunofluorescencia con anti-neurofilamen-
to H. Se analizó el marcaje en sustancia blanca de astas ventrales de médula espinal torácica-lumbar, 
de al menos 5 secciones por animal, y 5 animales por grupo. La cuantificación (B) se muestra como la 
media ± SEM, y se determinó la significancia mediante la prueba no paramétrica de U-Mann Whitney. 
**p<0,01 vs CFA; ##p<0,01 vs EAE+VEH. Barra de escala: 100 μm.
Figura 42. El tratamiento con VCE-004.8 reduce la desmielinización observada en la médula 
espinal de animales que desarrollan EAE. Imágenes de la tinción con el kit CryoMyelin, en las que 
se aprecian áreas desmielinizadas (flechas). Barra de escala: 150 μm.
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V. Discusión
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 Durante mucho tiempo, incluida la mayor parte del pasado siglo, el único tratamiento que 
existía para los pacientes de EM era el uso de corticoesteroides durante los brotes, que ejercían una 
mejora corta y efectiva de los síntomas, pero no eran viables como tratamiento a largo plazo. En la 
segunda mitad del siglo XX se intensificó la investigación en la búsqueda de terapias inmunomo-
duladoras e inmunosupresoras, que inhibían componentes del sistema inmune causando, a veces, 
una disfunción generalizada de dicho sistema. En la década de los 90, se aprobaron dos clases de 
agentes inmunomoduladores pero no inmunosupresores, el IFNβ y el AG para el tratamiento de 
la EM-RR. Son fármacos capaces de disminuir la actividad de la enfermedad mediante acciones 
pleiotrópicas, aunque en el caso del IFNβ todavía no se han esclarecido totalmente.
 Además, en los últimos años han surgido otras terapias que también tienen como diana te-
rapéutica al sistema inmune, y que resultan efectivas para el tratamiento de la EM, como el anticuer-
po monoclonal humanizado natalizumab (Tysabri®), que inhibe la entrada de leucocitos al SNC, o 
terapias nuevas administradas por vía oral como el fingolimod (Gilenya®; Scott, 2011), que impide 
la salida de linfocitos activados de los ganglios linfáticos; o el DMF (Tecfidera®), que disminuye el 
estrés oxidativo (Deeks, 2016). Otras terapias de uso reciente incluyen la teriflunomida, que inhibe 
la síntesis de novo del ADN (Gold y Wolinsky, 2011), o los anticuerpos monoclonales humanizados, 
entre ellos el alemtuzumab (Coles y cols., 2012), que induce la depleción de linfocitos B y T, o el 
ocrelizumab, que tiene como diana los linfocitos B maduros  (para más información, consultar la 
revisión de Straus Farber y cols., 2016).
 A pesar de todos estos avances, hay que decir que los efectos de algunos tratamientos sobre 
el sistema inmune pueden aumentar el riesgo de padecer cáncer e infecciones (Domínguez-Mozo 
y cols., 2016). Por otro lado, la respuesta de los pacientes a los tratamientos no es uniforme, por lo 
que resulta muy positiva la existencia de un abanico de tratamientos terapéuticos que permitan la 
opción de terapias alternativas personalizadas.
 Como se ha comentado, la mayoría de los tratamientos para la EM tienen como diana al 
sistema inmune. En este contexto, el perfil antiinflamatorio de los cannabinoides podría resultar 
altamente beneficioso como tratamiento para esta enfermedad. En los últimos años, la investiga-
ción sobre los cannabinoides como agentes terapéuticos en los diferentes modelos murinos de EM 
ha ido en aumento. Entre los fitocannabinoides utilizados, cabe destacar el THC (Lyman y cols., 
1989; Wirguin y cols., 1994; Baker y cols., 2000; Maresz y cols., 2007), CBD (Kozela y cols., 2011; 
Mecha y cols., 2013b; Giacoppo y cols., 2015), y la mezcla de ambos en el fármaco Sativex® (Feliú 
y cols., 2015; Moreno-Martet y cols., 2015). También se han investigado cannabinoides sintéticos, 
como WIN55,212-2 (Arévalo-Martín y cols., 2003; Croxford y Miller, 2003; Pryce y cols., 2003; Ni 
y cols., 2004; Mestre y cols., 2009; Hasseldam y Johansen, 2010; De Lago y cols., 2012) y HU-210 
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(Docagne y cols., 2007); endocannabinoides como AEA (Mestre y cols., 2011), 2-AG (Lourbopou-
los y cols., 2011) y PEA (Loría y cols., 2008); inhibidores de la recaptación de AEA (Mestre y cols., 
2005; Ortega-Gutierrez y cols., 2005; Loría y cols., 2010), e inhibidores de la degradación de 2-AG 
(Hernández-Torres y cols., 2014; Bernal-Chico y cols., 2015).
 Parte de los compuestos derivados de los fitocannabinoides utilizados en esta tesis doctoral 
resultan prometedores para un futuro uso como agentes terapéuticos en EM, en especial el deriva-
do de CBG, VCE-003, y el derivado de CBD, VCE-004.8, gracias a la mejora en la afinidad por los 
receptores CB2 y PPARγ, respecto a los fitocannabinoides de los que provienen.
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1. Eficacia terapéutica del derivado del fitocannabinoide cannabigerol, VCE-003
 Comenzamos el estudio investigando las características del VCE-003, en cuanto a sus posi-
bles dianas celulares y sus propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias y neuroprotectoras 
in vitro. Finalmente investigamos su potencial terapéutico en dos modelos de EM bien establecidos, 
TMEV-IDD y EAE.
 El CBG presenta una baja afinidad por los receptores CB2 y PPARγ, mientras que el com-
puesto VCE-003 exhibe una importante mejora en su capacidad de activar ambos receptores. Se 
sabe que en el SNC el receptor CB2 está presente en bajos niveles en el individuo sano, pero in-
crementa su expresión en situaciones patológicas (Maresz y cols., 2005; Benito y cols., 2003; 2008). 
En esta línea, diversos estudios han mostrado una sobreexpresión del receptor CB2 en microglía. 
Así, Cabral y Marciano-Cabral en 2005 describieron que en un modelo de activación secuencial de 
la microglía, la expresión del receptor CB1 era constitutiva, mientras que la expresión del receptor 
CB2 era inducible y dependía del grado de activación celular. En estudios con tejido post mortem 
de pacientes con EM, se ha observado la expresión del receptor CB2 en microglía, linfocitos y 
astrocitos en las placas activas de desmielinización en la periferia de las placas crónicas en cerebro 
(Yiangou y cols., 2006; Benito y cols., 2007). Respecto al receptor PPARγ, es importante señalar 
que se postuló como una prometedora diana terapéutica en EM en base a estudios en los que se 
administraban activadores clásicos de dicho receptor (Feinstein y cols., 2002; Klotz y cols., 2009). 
Además, en los últimos años el receptor PPARγ ha cobrado importancia por sus propiedades in-
munorreguladoras y neuroprotectoras en diversas patologías del SNC (Pisanu y cols., 2014; Feliú y 
cols., 2015). De especial interés para nuestro trabajo son las observaciones sobre un aumento de su 
expresión en médula espinal de ratones en el modelo de EAE (Diab y cols., 2002) y en el líquido 
cefalorraquídeo de pacientes con EM (Szalardy y cols., 2013).
 En lo que respecta a la neuroinflamación, diversos trabajos han descrito las propiedades 
antiinflamatorias del CBG. Concretamente, el efecto del CBG se ha asociado a la modulación de 
los niveles de las citoquinas IL-1β, IL-10 e IFNγ, y a la disminución de la expresión de iNOS y la 
producción de óxido nítrico en un modelo murino de colitis (Borrelli y cols., 2013), a través de la 
activación del receptor CB2. Estudios más antiguos describieron también que el CBG reducía la 
liberación de PGE2 en cultivos de células sinoviales de pacientes con artritis reumatoide (Barrett y 
cols., 1985). Más recientemente, el trabajo de Valdeolivas y cols. (2015) ha descrito el efecto neu-
roprotector, antiinflamatorio y antioxidante del CBG en un modelo murino de la enfermedad de 
Huntington.
 En nuestro estudio con células microgliales, se puso de manifiesto la mayor capacidad del 
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compuesto VCE-003 de disminuir la liberación de citoquinas proinflamatorias tras un estímulo de 
LPS respecto al CBG, corroborando el aumento en la afinidad que exhibe por los receptores CB2 
y PPARγ, cuya activación se ha relacionado con la modulación de la función de la microglía (Mecha 
y cols., 2015). Además, VCE-003 redujo la expresión de iNOS, un marcador clásico de inflamación, 
a través de la activación de ambos receptores, disminuyendo la liberación de nitritos. En otros estu-
dios in vitro  se ha descrito un efecto similar, puesto que el tratamiento con algunos cannabinoides, 
que incluyen agonistas sintéticos del receptor CB1 o endocannabinoides, redujo la liberación de 
especies reactivas de nitrógeno en microglía, macrófagos e incluso en astrocitos, con la implicación 
de los receptores CB1 y CB2 (Waksman y cols., 1999; Molina-Holgado y cols., 2002; Ehrhart y 
cols., 2005; Mestre y cols., 2005). Además, el tratamiento con diferentes cannabinoides conduce a 
un descenso en la expresión de iNOS en modelos experimentales de distintas patologías, incluida 
la EM (Mestre y cols., 2005; Ruiz-Valdepeñas y cols., 2011; Borrelli y cols., 2013; Ma y cols., 2015).
 Otro de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido la evaluación in vitro del potencial neuro-
protector de los nuevos derivados de fitocannabinoides. Es bien conocido que el mantenimiento de 
la homeostasis del calcio intracelular es indispensable para la supervivencia neuronal (Gwag y cols., 
1999; Sattler y Tymiansky, 2000), al igual que la regulación del metabolismo del glutamato, cuyo 
incremento en su concentración extracelular se ha relacionado con la muerte celular de neuronas 
y de oligodendrocitos (Molina-Holgado y cols., 2003; Park y cols., 2004). Además, se han descrito 
niveles altos de glutamato en lesiones activas de EM, y se han asociado con el componente neuro-
degenerativo de la EM (Pitt y cols., 2000; Werner y cols., 2001; Groom y cols., 2003). El compues-
to VCE-003 disminuye la muerte neuronal inducida por la entrada de calcio a la célula mediante 
la aplicación de un ionóforo de calcio, así como por la administración directa de glutamato a las 
neuronas. Estos resultados van en la misma línea de otros estudios, que demuestran el efecto neu-
roprotector de agonistas cannabinoides frente a excitotoxicidad (Shen y Thayer, 1998; Loría y cols., 
2010).
 Una consecuencia de la excitotoxicidad por glutamato es la inducción de estrés oxidativo a 
través de diferentes vías, como por ejemplo la activación de genes inducibles, que incluyen COX-
2, iNOS o moléculas de adhesión (Gilgun-Sherki y cols., 2002; Parathath y cols., 2006). A su vez, 
las ROS generadas potencian la actividad del glutamato, induciendo más ROS, entrando así en un 
bucle de excitotoxicidad. La toxicidad inducida por glutamato puede prevenirse con antioxidantes 
(De Bock y cols., 2012). Se ha demostrado que algunos cannabinoides contrarrestan la producción 
de ROS, disminuyendo los efectos neurotóxicos (Gallily y cols., 2000; Horváth y cols., 2012), y ejer-
ciendo efectos antioxidantes (Hampson y cols., 1998; Marsicano y cols., 2002). En este contexto, 
quisimos investigar si, además de actuar como neuroprotector, el compuesto VCE-003 promovía 
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la ruta de Nrf2, que es crítica en la respuesta celular frente a daño oxidativo. En la mayoría de las 
líneas celulares estudiadas, entre las que se encuentran líneas de glioma, neuroblastoma, riñón y 
feocromocitoma, VCE-003 es capaz de promover la transcripción de Nrf2, evidenciando que la 
mejora de afinidad por los receptores CB2 y PPARγ puede conducir a un efecto antioxidante supe-
rior al producido por CBG.
 Como se ha comentado, la excitotoxicidad por glutamato induce estrés oxidativo y aumenta 
la producción de ROS. Los radicales libres, como el anión superóxido (O2
-) o el óxido nítrico, son 
capaces de alterar la BHE, un proceso relacionado con el daño oxidativo que comparten enferme-
dades como Alzhéimer y EM (Kim y cols., 2003; Rosell y cols., 2006). El daño oxidativo induce 
la sobreexpresión de MMPs, afectando al ensamblaje de las proteínas de uniones estrechas, como 
ocludinas, claudinas y ZO-1 (Gursoy-Ozdemir y cols., 2004), al igual que las uniones adherentes 
(Rao y cols., 2002). Todas estas variaciones llevan a un aumento en la permeabilidad de la BHE 
frente a ciertas moléculas inflamatorias de alto peso molecular, como las citoquinas, y además favo-
rece la entrada de leucocitos (Haorah y cols., 2007).
 Son numerosos los trabajos que han demostrado el papel de las moléculas de adhesión en 
el desarrollo de la respuesta inmune en el SNC, y la implicación de éstas en la progresión de la EM, 
siendo característica de esta enfermedad la formación de lesiones focales inflamatorias en el SNC, 
compuestas por cúmulos de infiltrados perivasculares (Bö y cols., 1996; Yusuf-Makagiansar y cols., 
2002; Zameer y Hoffman, 2003; Miller y cols., 2003; Eikelenboom y cols., 2005; Chaudhary y cols., 
2006; McFarland y Martin, 2007; Mestre y cols., 2009; 2011; Sellner y cols., 2013; Haarmann y cols., 
2015). Las moléculas de adhesión están sobreexpresadas en EM, en particular VCAM-1 (Green-
wood y cols., 2011). En los modelos animales de EM se ha constatado que VCAM-1 no se expresa 
constitutivamente en SNC, sino que lo hace tras la inmunización con MOG
35-55
 o después de la 
infección con el virus de Theiler. Hay estudios que indican que las moléculas de adhesión están 
involucradas en el reclutamiento de células inmunes en condiciones inflamatorias no autoinmunes 
en el SNC, como en lesiones de médula espinal (Farooque y cols., 1999) e ictus (Connolly y cols., 
1996).
 En este sentido, el tratamiento con VCE-003 reduce de manera dosis-dependiente los nive-
les de sVCAM-1 en los sobrenadantes de cultivos de células endoteliales cerebrales murinas, y este 
efecto es bloqueado por los antagonistas de los receptores CB2 y PPARγ, si bien no se observan 
acciones aditivas o sinérgicas cuando se bloquean ambos receptores simultáneamente. De manera 
que podemos proponer que en las acciones del compuesto VCE-003 sobre VCAM-1, participan 
los receptores CB2 y PPARγ, aunque desconocemos los mecanismos de interacción de ambos re-
ceptores. Estudios anteriores de nuestro laboratorio mostraron que un endocannabinoide como la 
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AEA disminuía los niveles de VCAM-1 y consecuentemente inhibía la migración de leucocitos en 
un modelo in vitro de BHE (Mestre y cols., 2011) a través de la activación del receptor CB1, pero 
existen evidencias adicionales que señalan la importancia del receptor CB2 en la funcionalidad 
de la BHE (Ramírez y cols., 2012). De especial interés en este contexto son las observaciones 
sobre la regulación al alza del receptor CB2, en células endoteliales de la microvasculatura cerebral 
humana en condiciones de daño inflamatorio (Ramírez y cols., 2012). En este mismo estudio se 
constató mediante microscopía intravital que agonistas del receptor CB2 atenuaban la adhesión 
de los leucocitos en los vasos superficiales de la piamadre, en un modelo de encefalitis por admi-
nistración de LPS.
 Por otro lado, el promotor del gen VCAM-1 posee un dominio de unión del factor nu-
clear NFκB (Collins y cols., 1995; Lim y cols., 2012). En condiciones basales, NFκB se localiza 
en forma inactiva en el citoplasma de la célula, donde permanece unido a proteínas inhibitorias 
IκB. Diferentes estímulos extracelulares pueden inducir la fosforilación de IκB, permitiendo su 
degradación por el proteasoma y la liberación de NFκB que se transloca al núcleo, donde se une 
a elementos específicos del ADN (Baldwin, 1996). Durante un proceso inflamatorio, esta unión 
provoca una potenciación en la transcripción de VCAM-1, favoreciendo la captación y migración 
de linfocitos al parénquima nervioso (Collins y cols., 1995). En células endoteliales cerebrales, el 
compuesto VCE-003 tiende a reducir la fosforilación de IκB a los 5 minutos del estímulo cuando 
lo evaluamos por Western blot. Además, los resultados que obtuvimos mediante el análisis de la 
inmunocitoquímica en las células endoteliales confirman que se produce un retraso en la trans-
locación de p65 al núcleo. En otros tipos celulares como las células HUVEC, la estimulación 
con linfotoxina A (un miembro de la familia de TNFα) induce el pico de translocación de p65 al 
núcleo 15 minutos después del estímulo (Suna y cols., 2008). Es posible que esta variación en el 
tiempo de translocación se deba a diferencias en cuanto a la línea celular y/o al estímulo inflama-
torio utilizados.
 En la regulación de la expresión de las moléculas de adhesión puede estar involucrada la 
activación de otros receptores distintos a CB1 y a CB2, como el receptor nuclear PPARγ (Pasceri 
y cols., 2000), en concordancia con los resultados observados con el compuesto VCE-003. A 
favor de la participación de PPARγ en dicha regulación existen diversos estudios. El más significa-
tivo describe que la activación constitutiva de PPARγ utilizando un adenovirus suprime las molé-
culas de adhesión proinflamatorias en células endoteliales humanas (Wang y cols., 2002). En otro 
estudio, la activación de PPARγ inhibe la activación de NFκB en células endoteliales, influyendo 
en la regulación a la baja de la transcripción de los genes ICAM-1 y otros genes relacionados con 
la respuesta inflamatoria (Collins y Cybulsky, 2001).
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 Por otra parte, una de las características de la EM y de sus modelos animales es la des-
mielinización y el daño a las células oligodendrogliales. En este contexto, agonistas cannabinoides 
como el endocannabinoide 2-AG, participan en la diferenciación de OPCs a oligodendrocitos 
maduros in vitro (Gómez y cols., 2010; 2011; 2015). En nuestro estudio, quisimos valorar si VCE-
003 podría tener algún efecto sobre la diferenciación de los oligodendrocitos. Los resultados 
obtenidos indican que ni el CBG, ni su derivado VCE-003, favorecen la maduración de los oligo-
dendrocitos en cultivo.
 Tras haber clarificado, al menos en parte, el perfil biológico de VCE-003, en cuanto a su 
capacidad antiinflamatoria y neuroprotectora in vitro, procedimos a la valoración de su eficacia 
terapéutica, administrándolo tras la aparición de la sintomatología en fase terapéutica, en los dos 
modelos de EM, EAE y TMEV-IDD.
 El tratamiento con VCE-003 redujo la severidad clínica en el modelo de EAE a través de 
la activación de los receptores CB2 y PPARγ, y mejoró la función motora valorada mediante la 
actividad vertical en el modelo de TMEV-IDD. Además, en el estudio histopatológico realizado, 
se observó que VCE-003 ejercía acciones antiinflamatorias en los dos modelos de EM, valorado 
mediante el descenso de la reactividad microglial, cuya activación crónica se ha descrito como un 
factor patogénico en numerosas enfermedades inflamatorias del SNC (Matsumoto y cols., 1992). 
De acuerdo con la disminución de la actividad microglial, observamos una reducción en la ex-
presión génica de las citoquinas proinflamatorias TNFα, IFNγ o IL-17. Si bien la fuente celular 
de estas citoquinas incluye no sólo a la microglía, sino también a los infiltrados leucocitarios, e 
incluso a los astrocitos (Rothhammer y Quintana, 2015). Además, observamos una reducción de 
la expresión génica de iNOS, corroborando los anteriores hallazgos in vitro.
 Es posible que alguna de las acciones del VCE-003 estén mediadas, al menos en parte, por 
la activación del receptor CB2, ya que ello se asocia a la mayoría de los efectos que los cannabi-
noides pueden ejercer sobre el sistema inmune (Kaminski y cols., 1992), en especial reduciendo la 
liberación de mediadores proinflamatorios (Ehrhart y cols., 2005; Ashton y Glass, 2007). Hallaz-
gos similares se han encontrado, por ejemplo, tras el tratamiento con el agonista cannabinoide del 
receptor CB2 JWH-015 (Croxford y Miller, 2003) o el agonista sintético de los receptores CB1 y 
CB2, WIN55,212-2 (Arévalo-Martín y cols., 2003), ambos descritos en el modelo de TMEV.  
 Como es bien conocido, las moléculas de adhesión son fundamentales para el recluta-
miento de células inmunes en condiciones inflamatorias del SNC. En el ámbito de la EM, los 
fármacos que se administran para evitar el paso de linfocitos al SNC (Polman y cols., 2006; Cohen 
y cols., 2010) o que reducen el número de linfocitos de periferia (Coles y cols., 2012) suprimen la 
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tasa de brotes y la acumulación de lesiones por MRI. En esta línea, cabe recordar que en la actuali-
dad se utiliza el tratamiento con natalizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado que inactiva 
VLA-4 (ligando de VCAM-1), como agente de segunda línea en EM. VLA-4 se expresa en linfoci-
tos activados y linfocitos de memoria, además de en células dendríticas (Evans y cols., 2009).
 El tratamiento con VCE-003 redujo significativamente la inducción de VCAM-1 en los 
modelos de TMEV-IDD y de EAE. Estos resultados concuerdan con la disminución de infiltrados 
celulares y linfocitos T CD4 que observamos en el parénquima nervioso, ya que una disminución 
en VCAM-1 normalmente conlleva una reducción en la transmigración leucocitaria. Los datos 
obtenidos sobre la expresión de VCAM-1 en esta tesis doctoral se ajustan a la evidencia de que 
algunos cannabinoides exhiben un efecto inhibitorio sobre la migración de linfocitos al parénqui-
ma nervioso en diferentes modelos murinos (Arévalo-Martín y cols., 2003; Mestre y cols., 2009; 
Zhao y cols., 2010; Ramírez y cols., 2012), lo que hace que el estudio de las moléculas de adhesión 
sea una de las prioridades cuando se investigan dianas terapéuticas en EM. En trabajos anteriores, 
nuestro grupo había observado que la administración del cannabinoide sintético WIN55,212-2 
a ratones infectados con el virus de Theiler inhibía la expresión de las moléculas de adhesión 
ICAM-1 y VCAM-1, interfiriendo con la progresión de la enfermedad (Mestre y cols., 2009), lo que 
incidía en el descenso en el número de infiltrados linfocitarios en el parénquima cerebral (Arévalo-
Martín y cols., 2003), de acuerdo con los hallazgos obtenidos en el tratamiento con VCE-003 en 
los dos modelos utilizados de EM. La ventaja de VCE-003 sobre WIN55,212-2 radica en que no 
ejerce agonismo por el receptor CB1 y por lo tanto no presenta efectos psicoactivos, mientras que 
WIN55,212-2 es un potente activador del receptor CB1, aunque también activa CB2. Además, la 
inducción de apoptosis de linfocitos T encefalitogénicos puede ser otra causa de disminución de 
los infiltrados celulares en el parénquima nervioso, como se muestra en un interesante estudio con 
WIN55,212-2 en el modelo pasivo de EAE (Sánchez y cols., 2006). Publicaciones del pasado año 
que investigaron el efecto del Sativex® como tratamiento terapéutico demostraron  un descenso en 
el número de infiltrados celulares en parénquima nervioso en el modelo de EAE (Moreno-Martet 
y cols., 2015) y una reducción linfocitos T CD4+ y CD8+, asociado a la inhibición de la expresión 
de las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 en el modelo de TMEV (Feliú y cols., 2015).
 En general hay consenso sobre el hecho de que en la EM existe una fase inicial donde toma 
mayor relevancia el componente inflamatorio, y posteriormente se desarrolla una fase en la que 
tiene mayor relevancia el componente neurodegenerativo con un daño acumulativo en los axones, 
lo que conlleva al incremento de la discapacidad y la pérdida de movilidad en los pacientes. Así, se 
ha llegado a proponer que la acumulación gradual de discapacidad en la EM-SP se debe a un proce-
so neurodegenerativo, manifestado como muerte neuronal, degeneración walleriana y astrogliosis, 
independientemente de la respuesta autoinmune característica de las fases iniciales de la enferme-
139
Estudio de la eficacia terapéutica de nuevos derivados de cannabigerol y cannabidiol en esclerosis múltiple | Francisco Javier Carrillo Salinas 
dad (Trapp y Nave, 2008). De acuerdo con este razonamiento, se han observado niveles anormal-
mente altos de glutamato en líquido cefalorraquídeo de pacientes de EM (Stover y cols., 1997). El 
incremento del glutamato extracelular podría explicar la muerte neuronal por excitotoxicidad en 
enfermedades neurodegenerativas (Lewerenz y Maher, 2015). En el ámbito de la EM, durante los 
últimos años ha habido gran interés en el desarrollo de terapias que engloben acciones inmunomo-
duladoras y neuroprotectoras. Respecto al uso de los cannabinoides como fármacos con potencial 
eficacia en EM, cabe resaltar los numerosos estudios que describen su efecto neuroprotector en 
diferentes modelos animales, como el modelo de excitotoxicidad inducida por ácido kaínico (Mar-
sicano y cols., 2003), o la excitotoxicidad inducida por la activación de receptores AMPA (Loría y 
cols., 2010). 
 Hemos observado que el tratamiento con el compuesto VCE-003 favorece la preservación 
de las vainas de mielina; no sabemos a qué se debe este hecho aunque es posible que sea secundario 
a la reducción en la inflamación inducida por el tratamiento. Además, VCE-003 ejerce acciones 
neuroprotectoras, atenuando la desestructuración de los paquetes axonales y el daño axonal eva-
luado en secciones longitudinales y transversales de médula espinal. Ello podría ser también conse-
cuencia tan sólo de la disminución en la neuroinflamación, pero los resultados en los experimentos 
in vitro muestran que por sí solo el tratamiento con VCE-003 disminuye la muerte neuronal tanto 
en cultivos primarios de neuronas como en líneas celulares. Es posible sugerir por tanto que lo que 
observamos en la médula espinal en relación al daño axonal en los modelos de EM sea una combi-
nación de ambos efectos. Nuestros resultados apoyan la idea de que, en enfermedades que cursan 
con inflamación crónica como la EM, no siempre es posible diferenciar de manera inequívoca los 
efectos antiinflamatorios de los neuroprotectores (Sánchez y García-Merino, 2012).
 Los compuestos utilizados en esta tesis doctoral como posibles tratamientos para la EM 
presentan afinidad, además de por CB2, por el receptor PPARγ, y si bien la activación de los re-
ceptores PPAR está relacionada fundamentalmente con respuestas antiinflamatorias (Feinstein y 
cols., 2002), también hay estudios que demuestran efectos neuroprotectores tras el tratamiento con 
agonistas de PPARγ en diferentes modelos de excitotoxicidad in vitro (Aoun y cols., 2003; Zhao 
y cols., 2006), en un modelo de lesión de la médula espinal en ratón (McTigue y cols., 2007) o de 
lesión cerebral por traumatismo (Yi  y cols., 2008). Un ejemplo ilustrativo es el de la pioglitazona, 
un agonista del receptor PPARγ que reduce el número de células microgliales activadas protegiendo 
así a las neuronas en modelos de esclerosis lateral amiotrófica (Schütz y cols., 2005), de adrenoleu-
codistrofia (Morató y cols., 2013) y de Parkinson (Dehmer y cols., 2004). El estudio de Dehmer y 
cols. sugiere que la pioglitazona podría activar PPARγ, induciendo la activación de la quinasa IκBα, 
e inhibiendo la activación de NFκB. La activación del receptor PPARγ con pioglitazona también 
es capaz de proteger del daño axonal y la desmielinización en el modelo de EAE (Feinstein y cols., 
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2002). Todo ello apunta a que el efecto neuroprotector de VCE-003 observado podría ser debido 
a la activación del receptor PPARγ, además de la activación del receptor CB2.
 Sin embargo, la literatura científica indica que la protección neuronal relacionada con el 
tratamiento con cannabinoides está mediada principalmente por el receptor CB1 (Tomiyama y 
Funada, 2014; Pryce y cols., 2015), y en menor medida por la activación del receptor CB2, cuyas 
acciones se han asociado al reclutamiento, activación y migración de células microgliales a las zo-
nas lesionadas y a la acción de éstas sobre la homeostasis neuronal (Fernández-Ruiz y cols., 2008). 
Conviene señalar que existen evidencias a favor de la participación de los receptores CB1 y CB2 
en la capacidad neuroprotectora de los cannabinoides frente a excitotoxicidad (Molina-Holgado y 
cols., 2005; Fernández-López y cols., 2006; Docagne y cols., 2007). 
 Si bien los derivados de fitocannabinoides estudiados en esta tesis doctoral no presentan 
afinidad por el receptor CB1, es necesario considerar que podrían modular el tono endógeno afec-
tando a diversos elementos del sistema cannabinoide. Ello haría posible que los endocannabinoides 
activasen el receptor CB1, mejorando la sintomatología y disminuyendo la degeneración axonal 
observada tras el tratamiento con el compuesto VCE-003. Existen precedentes de la modulación 
indirecta del sistema endocannabinoide, como por ejemplo la acción de la PEA, N-oleoiletanolami-
da y N-linoleoiletanolamida como sustratos alternativos de la FAAH (Bisogno y cols., 1997), pro-
vocando un retardo en la degradación de AEA. El CBD también puede actuar como un inhibidor 
de FAAH, produciendo una acumulación de AEA (Bisogno y cols., 2001; De Petrocellis y cols., 
2011). Igualmente ocurre con los monoacilgliceroles de los ácidos palmítico, oleico y linoleico, que 
inhiben la hidrólisis enzimática del 2-AG y potencian su actividad sobre los receptores CB1 y CB2 
(Ben-Shabat y cols., 1998). 
 En los últimos años está cobrando cada vez mayor importancia el estrés oxidativo, funda-
mentalmente mitocondrial, en el daño axonal en EM (Campbell y cols., 2014). Es de interés que 
en nuestro estudio los niveles de Nrf2, una de las principales rutas antioxidantes, resulten dismi-
nuidos en médula espinal en EAE con el tratamiento con VCE-003. En principio podría parecer 
una incongruencia que VCE-003 estimulase la vía de Nrf2 en cultivos celulares, como comentamos 
previamente, e indujese el efecto contrario en el modelo de EAE, pero existen dos posibles expli-
caciones. La primera tiene que ver con el momento de determinación de los niveles de Nrf2, que se 
efectuó al finalizar el experimento y no en el pico de la enfermedad, cuando es necesaria la puesta 
en marcha de mecanismos antioxidantes para mantener el balance oxidativo. Además, observando 
la leve sintomatología de los ratones que recibieron VCE-003 durante todo el experimento, la se-
gunda posibilidad es que  precisamente el tratamiento con VCE-003 haya frenado el estrés oxidati-
vo y no sea necesario activar la vía de Nrf2.
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 Además de VCE-003, se estudió el potencial terapéutico de otros dos derivados del fito-
cannabinoide CBG, VCE-003.2 y VCE-006, en el modelo de EAE. VCE-003.2 es un derivado no 
electrofílico del CBG, cuya modificación sobre el compuesto VCE-003 hace que pierda la afinidad 
por el receptor CB2, y en contrapartida, aumente la afinidad por el receptor PPARγ (Díaz-Alonso 
y cols., en preparación). El tratamiento con VCE-003.2 resultó efectivo en la disminución de las 
deficiencias neurológicas observadas en los animales que desarrollaron EAE. Se observaron dife-
rencias intragrupo apreciables en los animales que recibieron el tratamiento, pero se redujeron al 
finalizar el experimento. Las variaciones en la afinidad por los receptores CB2 y PPARγ respecto al 
compuesto VCE-003 no indujeron una mejora sustancial en las deficiencias neurológicas si com-
paramos los tratamientos de ambos compuestos, aunque tenemos que resaltar que el compuesto 
VCE-003.2 se administró a una dosis mayor (el doble) que VCE-003. Posiblemente la pérdida de 
afinidad por el receptor CB2 merme el potencial antiinflamatorio del compuesto VCE-003.2.
 Respecto al tratamiento con VCE-006 (formado por dos moléculas unidas de VCE-003), el 
compuesto resultó efectivo significativamente los primeros días en los que los ratones presentaron 
deficiencias neurológicas, pero perdió la efectividad varios días antes de finalizar el experimento, 
aproximándose a los valores de puntuación clínica de los ratones tratados con vehículo, y siendo 
significativa la diferencia con el compuesto VCE-003. Independientemente de la pérdida de eficacia 
durante los últimos días del experimento, la puntuación clínica acumulada evidenció mejoras globa-
les con el tratamiento con VCE-006, sin llegar al efecto terapéutico ejercido por VCE-003.
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2. Eficacia terapéutica del derivado del fitocannabinoide cannabidiol, VCE-004.8
 El CBD, el principal cannabinoide no psicotrópico, es uno de los fitocannabinoides más 
prometedores desde el punto de vista terapéutico y en ámbitos muy diferentes. Ello se debe a que 
puede ejercer un amplio abanico de efectos, entre los que destacan el antiinflamatorio, neuropro-
tector, antipsicótico y analgésico (Izzo y cols., 2009). Aun así, la farmacología del CBD es compleja, 
con múltiples dianas moleculares, alguna de ellas poco definidas en la actualidad (Bih y cols., 2015).
 En la presente tesis doctoral se ha valorado el potencial neuroprotector del compuesto 
VCE-004.8, derivado del CBD y capaz de activar los receptores CB2 y PPARγ, en cultivos de neu-
ronas. El compuesto protegió de la muerte neuronal de manera significativa utilizando glutamato 
como estímulo tóxico. Además, se valoró su capacidad antiinflamatoria, determinando el efecto de 
VCE-004.8 sobre la liberación de PGE2 en cultivos primarios de microglía tras estimularlos con 
LPS. El compuesto VCE-004.8 se comportó como un eficaz antiinflamatorio, disminuyendo la 
liberación de PGE2. 
 Diversos estudios han descrito la acción neuroprotectora del CBD frente a un estímulo 
tóxico con glutamato en cultivos neuronales (Hampson y cols., 1998; Pertwee, 2004; Mechoulam y 
cols., 2007), y en un modelo in vitro de encefalopatía hipoxico-isquémica neonatal (Castillo y cols., 
2010). Asimismo, son diversos los trabajos que muestran la acción antiinflamatoria del CBD, por 
ejemplo, disminuyendo en cultivos organotípicos de cerebro los niveles de IL-6, y la expresión de 
TNFα, iNOS y COX-2 en condiciones de hipoxia-isquemia (Castillo y cols., 2010), o reduciendo 
los niveles IL-1β y de óxido nítrico a través de la activación del receptor CB2 en cultivos de micro-
glía tras un incremento de calcio intracelular inducido por ATP (Martín-Moreno y cols., 2011). 
 Respecto al uso del CBD como tratamiento en modelos de EM, el grupo de Vogel des-
cribió una bajada en la puntuación clínica de ratones en el modelo de EAE (Kozela y cols., 2011). 
Dicha mejora estaba asociada a acciones neuroprotectoras y antiinflamatorias, así como a una 
bajada en la infiltración de linfocitos al parénquima nervioso en médula espinal. También se han 
observado efectos antiinflamatorios del tratamiento con CBD en el modelo de EM de etiología 
viral TMEV (Mecha y cols., 2013b), aunque en este caso el tratamiento fue en fase temprana de 
la enfermedad, cuando aún no ha aparecido la sintomatología asociada al modelo. En referencia 
a modelos animales de otras enfermedades, el CBD redujo la expresión de IL-1β e iNOS en un 
modelo de Alzheimer (Espósito y cols., 2007), disminuyó los niveles de TNFα en un modelo de 
artritis (Malfait y cols., 2000), atenuó los niveles de TNFα e inhibió la recaptación de adenosina en 
un modelo en un modelo murino de inflamación aguda inducida por LPS (Carrier y cols., 2006; 
Ruiz-Valdepeñas y cols., 2011), acentuando su rol inmunomodulador. El CBD también exhibió 
acciones neuroprotectoras en modelos animales, por ejemplo frente a excitotoxicidad en un mo-
144
Francisco Javier Carrillo Salinas | Estudio de la eficacia terapéutica de nuevos derivados de cannabigerol y cannabidiol en esclerosis múltiple
delo de Parkinson (Lastres-Becker y cols., 2005) o en un modelo de daño cerebral tras un proceso 
hipóxico-isquémico en crías de cerdo (Álvarez y cols., 2008). 
 En este sentido, existe un gran interés  en el desarrollo de derivados de CBD con un perfil 
farmacológico definido, en un intento de mejorar su posible explotación terapéutica. Precisamente, 
el compuesto HU-308, un derivado del CBD cuya modificación del fitocannabinoide de origen 
hace que presente afinidad por el receptor CB2 (Ki = 22,7 nM), pero no tenga afinidad por el 
receptor CB1 (Ki > 10 μM), muestra un perfil antiinflamatorio y neuroprotector. Un ejemplo ilus-
trativo es la reducción de los niveles de las quimioquinas CCL3 y CCL4 en un modelo de isquemia 
hepática (Rajesh y cols., 2007). También disminuyó la liberación de citoquinas proinflamatorias en 
cultivos de macrófagos y mejoró la sintomatología en un modelo murino de artritis reumatoide 
(Gui y cols., 2015), todo ello mediado a través de la activación del receptor CB2. En enfermedades 
neurodegenerativas, HU-308 también se comportó como neuroprotector frente a excitotoxicidad 
en un modelo de Parkinson (García-Arencibia y cols., 2007).
 Respecto al potencial terapéutico del compuesto de nuestro interés, VCE-004.8, hemos 
comparado su eficacia con el tratamiento con DMF en los dos modelos de EM. El DMF, como ya 
se ha comentado, es una terapia oral recientemente aprobada para EM, que se comercializa en la 
actualidad para reducir los brotes en los pacientes con EM-RR y que posee propiedades antiinfla-
matorias y neuroprotectoras. Aunque no se conocen en profundad todos los mecanismos de acción 
del DMF, se sabe que activa la ruta antioxidante de Nrf2 y disminuye la activación de NFκB (para 
más información, consultar la revisión de Deeks, 2016).
 VCE-004.8 mejoró significativamente la severidad clínica en el modelo de EAE y recuperó 
la actividad motora horizontal y vertical de los animales a niveles control en el modelo de TMEV, 
asemejándose al efecto ejercido por el DMF. Sin embargo, hay que resaltar que la dosis de DMF 
(15 mg/kg) era mayor que la utilizada en el caso de VCE-004.8 (10 mg/kg), aunque debe consi-
derarse que la ruta de administración de los compuestos fue diferente. Una de las observaciones 
más significativas que podría explicar la atenuación de los signos clínicos con el tratamiento con 
VCE-004.8 fue la disminución del número de infiltrados celulares y linfocitos T CD4+ en médula 
espinal en EAE y TMEV-IDD. También la mejoría debida al tratamiento con DMF se ha asociado 
a la reducción de la infiltración de macrófagos en parénquima de médula espinal, y a la disminución 
de la producción de citoquinas proinflamatorias en el modelo de EAE (Schilling y cols., 2006) y en 
el modelo de TMEV-IDD (Kobayashi y cols., 2015).
 Trabajos recientes de nuestro laboratorio han mostrado cómo el compuesto Sativex® ejerce 
efectos antiinflamatorios en dos modelos de EM, principalmente por la acción del CBD sobre los 
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receptores CB2 y PPARγ en el modelo de TMEV (Feliú y cols., 2015), reduciendo la reactividad 
microglial, disminuyendo los niveles de citoquinas proinflamatorias y aumentando la expresión del 
marcador antiinflamatorio Arg-1; y por la acción del THC en el modelo de EAE (Moreno-Martet 
y cols., 2015), reduciendo el número de infiltrados celulares en parénquima.
 Por otra parte, el tratamiento con el compuesto VCE-004.8 disminuyó la intensidad de 
marcaje de neurofilamento H observada en los animales tratados con vehículo en ambos modelos, 
TMEV y EAE, lo que sugiere una reducción en el daño axonal. El estudio de Reick y cols. (2014) 
demostró una mejora en la degeneración axonal con el tratamiento con DMF en EAE, asemeján-
dose a lo observado con VCE-004.8. 
 En resumen, el compuesto VCE-004.8 se perfila como un buen candidato para el desarro-
llo de formulaciones orales que permita comparar su eficacia con las nuevas terapias orales utiliza-
das en pacientes con EM.
 Son numerosos los estudios que han demostrado que el receptor CB2 juega un importante 
papel en el control de la neuroinflamación crónica, reduciendo el daño tisular y la desmielinización 
en enfermedades como la EM. El desarrollo de agonistas duales de los receptores CB2 y PPARγ 
puede presentar un importante avance en el desarrollo de nuevas terapias para enfermedades de 
perfil inflamatorio. En este aspecto, los derivados de fitocannabinoides no psicoactivos utilizados 
en esta tesis doctoral, VCE-003 y VCE-004.8, se presentan como unos prometedores agentes anti-
inflamatorios y neuroprotectores para el posible tratamiento de la EM.
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VI. Conclusiones
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1. El tratamiento con VCE-003 tiene efectos neuroprotectores, antiinflamatorios y antioxidantes en 
cultivos celulares, además de reducir los niveles de la molécula de adhesión VCAM-1, a través de la 
activación de los receptores CB2 y PPARγ.
2. El tratamiento en fase terapéutica con VCE-003 mejora los déficits neurológicos tanto en anima-
les infectados con TMEV, como en animales inmunizados con MOG
35-55
. En ambos casos, el com-
puesto reduce la actividad microglial, disminuye la expresión de moléculas de adhesión y el número 
de infiltrados linfocitarios en médula espinal. Asimismo, VCE-003 ejerce un efecto neuroprotector 
y disminuye la desmielinización en ambos modelos de EM.
3. La administración de los derivados VCE-003.2 o VCE-006 atenúan las deficiencias neurológicas 
asociadas al modelo de EAE, pero de manera menos efectiva que el compuesto VCE-003.
4. El tratamiento in vitro con el derivado de CBD, VCE-004.8, reduce la muerte neuronal inducida 
por excitotoxicidad, e induce un efecto antiinflamatorio en cultivos de microglía estimulados con 
LPS. 
5. La administración de VCE-004.8 reduce las alteraciones motoras y neurológicas asociadas a los 
modelos TMEV y EAE. Además, VCE-004.8 reduce la actividad microglial y el número de infil-
trados linfocitarios en médula espinal, además de disminuir el daño axonal y la desmielinización en 
los animales tratados.
150
Francisco Javier Carrillo Salinas | Estudio de la eficacia terapéutica de nuevos derivados de cannabigerol y cannabidiol en esclerosis múltiple
Figura 44. Esquema de las acciones ejercidas por el compuesto VCE-003. *Experimentos rea-
lizados en colaboración con el grupo de Inmunología de la Universidad de Córdoba (Carrillo-Salinas 
y cols., 2014).
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Figura 45. Esquema de las acciones ejercidas por el compuesto VCE-004.8.
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Anexo 3
Artículo original titulado “A cannabigerol derivative suppresses immune 
responses and protects mice from experimental autoimmune 
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